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 Las tendencias actuales de consumo de alimentos han incrementado la 
demanda de productos mínimamente procesados y listos para el consumo, de fácil y 
rápida preparación, y larga vida útil. Esta demanda ha conducido a la búsqueda y 
desarrollo de métodos alternativos de conservación y procesado que permitan 
mantener las características nutricionales y organolépticas de los alimentos 
asegurando al mismo tiempo su calidad higiénico-sanitaria, al inhibir el crecimiento de 
microorganismos alterantes y de patógenos responsables de enfermedades 
transmitidas por alimentos. Frente a los métodos más tradicionales de conservación de 
alimentos, como la fermentación, el salado, la adición de conservantes químicos y el 
tratamiento térmico, se han desarrollado nuevas tecnologías alternativas de 
conservación o tecnologías emergentes, como la irradiación, los pulsos eléctricos, los 
ultrasonidos, el envasado en atmósferas modificadas, la adición de bioconservantes y 
las altas presiones hidrostáticas (HHP).  
 El sector cárnico en España constituye un sector de primera magnitud dentro 
de la Industria Alimentaria, representando más del 35% del gasto alimentario. La carne 
debido a sus especiales características, como alto contenido en nutrientes, valores de 
pH entre 5.6 y 6.0, y actividad de agua superior a 0.98, constituye un excelente medio 
de cultivo en el que prácticamente todos los microorganismos son capaces de crecer, 
siendo por lo tanto un alimento altamente perecedero, que puede vehicular 
microorganismos alterantes y patógenos. 
 En el presente trabajo de investigación nos hemos centrado en la aplicación de 
dos tecnologías emergentes, la adición de lactoferrina y sus derivados como 
bioconservantes y las altas presiones hidrostáticas, de cara al control de bacterias 
alterantes y patógenas en la carne y los productos cárnicos. La lactoferrina (LF) es una 
glicoproteína que está presente de forma natural en la leche y otras secreciones de los 
mamíferos. Diversos estudios indican que la LF y sus derivados ejercen un potente 
efecto antimicrobiano frente a bacterias, virus, parásitos, mohos y levaduras, además 
de otras actividades como compuesto anticancerígeno, antioxidante, antiinflamatorio, 
inmunoregulador y prebiótico, por lo que su incorporación en alimentos podría ser muy 
interesante. Las altas presiones hidrostáticas constituyen un método alternativo a la 
pasteurización térmica de los alimentos, que permite aumentar la seguridad 
microbiológica y alargar su vida útil, siendo ya múltiples los productos tratados con 
esta tecnología que se están comercializando. Las altas presiones podrían además 
actuar sinérgicamente con la LF y sus derivados, resultando potenciado el efecto 
bactericida de ambos tratamientos, por lo que se ha incluido en el trabajo de 
investigación el estudio de los tratamientos combinados. 
 De cara a la utilización de la LF bovina y sus derivados como bioconservantes 
en alimentos, se evaluó el efecto bactericida en condiciones in vitro (en tampón 
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Tris, durante 1 h a 30 ºC) de distintas concentraciones de estos antimicrobianos (LF, 
su forma amidada o AMILF, su forma digerida con pepsina o PDLF, y su forma 
activada comercial o ALF) frente a distintas bacterias alterantes y patógenas, que 
pueden estar presentes en carne y productos cárnicos. La eficacia bactericida se 
calculó como el número de unidades logarítmicas en que se vieron disminuídos los 
niveles bacterianos por la presencia del antimicrobiano. Se observó un efecto 
bactericida de la LF y sus derivados dosis-dependiente, así como una gran variabilidad 
entre especies y cepas en la susceptibilidad a éstos. En general, se observó un mayor 
efecto bactericida para concentraciones altas (5-20 mg/ml) de LF y ALF, medias (1-2 
mg/ml) de PDLF y bajas (< 1 mg/ml) de AMILF. Dentro de las bacterias gram 
negativas, presentó mayor susceptibilidad a estos antimicrobianos Pseudomonas 
fluorescens, especialmente la cepa ATCC948 (para la que se alcanzaron valores de 
eficacia bactericida de hasta casi 6 unidades logarítmicas), seguida de Salmonella 
Enteritidis (con valores de eficacia de hasta 3.4 unidades logarítmicas), y siendo 
Serratia liquefaciens y Escherichia coli O157:H7 las más resistentes (con valores de 
eficacia máxima de hasta 1.1 y 2.9 unidades logarítmicas respectivamente). Dentro de 
las bacterias gram positivas, fue Listeria monocytogenes la especie más sensible a 
estos antimicrobianos, especialmente la cepa CECT5725 (para la que se alcanzaron 
valores de eficacia bactericida de hasta 7.4 unidades logarítmicas), seguida de 
Staphylococcus aureus (con valores de eficacia de hasta 2.2 unidades logarítmicas), y 
siendo Enterococcus faecalis la especie más resistente (con valores de eficacia de 
hasta 1.9 unidades logarítmicas). 
 Para investigar en condiciones in vitro el efecto de distintos factores sobre la 
actividad bactericida de la LF y sus derivados, se fijó una concentración de 
antimicrobiano de 1 mg/ml y se escogió a P. fluorescens ATCC948 como 
microorganismo a ensayar. Se observó así la influencia de diversos factores 
dependientes del microorganismo, como carga y fase de crecimiento microbiano, 
factores dependientes del medio, como tampón, pH y presencia de cationes, y de 
factores dependientes del antimicrobiano, como tipo y concentración de 
antimicrobiano. Cabe destacar la gran influencia de los cationes sobre el efecto 
bactericida de la LF y sus derivados, de tal modo que concentraciones de K+ a partir 
de 10 mM, de Na+ a partir de 1 mM, y de Mg2+, Ca2+, Cu2+, Zn2+, Co2+ y Fe3+ a partir de 
0.1 mM, lograron disminuir sensiblemente el efecto bactericida, que resultó abolido 
para concentraciones de 1 mM de Fe3+ y para 10 mM de Mg2+, Ca2+, Cu2+, Zn2+ y Co2+. 
Otro factor que también se investigó y que podría influir sobre el efecto bactericida de 
la LF y sus derivados en condiciones in vitro fue la presencia de polisacárido capsular 
(CPS). Se observó que la concentración de CPS estaría negativamente correlacionada 
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con la eficacia bactericida de la AMILF y la eficacia bactericida máxima alcanzada por 
la LF y sus derivados sobre tres cepas de S. Enteritidis y tres cepas de P. fluorescens. 
 Finalmente, se seleccionaron E. coli O157:H7 y S. liquefaciens como bacterias 
gram negativas altamente resistentes a la LF y sus derivados, para investigar en 
condiciones in vitro el posible efecto sinérgico del uso combinado de estos 
antimicrobianos. En contra de lo esperado, se observó que la combinación de AMILF 
con PDLF, y de los tres antimicrobianos (LF, AMILF y PDLF), dio lugar a una 
disminución del efecto bactericida global respecto a la suma de los ejercidos por los 
antimicrobianos individualmente (antagonismo), mientras que la combinación de LF 
con AMILF o PDLF causó una cierta potenciación del efecto bactericida (sinergismo), 
aunque tan sólo alcanzó un máximo de 0.56 unidades logarítmicas de reducción 
adicional para E. coli y de 0.38 unidades para S. liquefaciens. Por ello se descartó el 
uso combinado de los antimicrobianos como alternativa para potenciar su efecto 
bactericida.  
 Una vez evaluada la actividad bactericida de la LF y sus derivados en 
condiciones in vitro (en buffer), se pasó a su evaluación en carne, tanto en carne roja 
(ternera) como en carne blanca (pollo). Se observó que, a pesar del potente efecto 
bactericida ejercido por la LF y sus derivados frente a ciertos microorganismos en 
condiciones in vitro, dicho efecto se ve muy disminuído al emplear estos 
antimicrobianos en carne. Frente a P. fluorescens ATCC948, los antimicrobianos en 
concentración de 1 mg/ml alcanzaron in vitro valores de eficacia bactericida entre 1.85 
y 6.35 unidades logarítmicas, mientras que en carne picada de ternera inoculada con 
este mismo microorganismo y usando una concentración equivalente de los 
antimicrobianos, éstos sólo alcanzaron valores máximos de eficacia bactericida de 
0.39 unidades logarítmicas. De forma similar, concentraciones de 0.5 mg/ml de la LF y 
sus derivados lograron valores de eficacia bactericida in vitro frente a este mismo 
microorganismo entre 1.39 y 5.27 unidades logarítmicas, mientras que en filetes de 
pollo se alcanzó una eficacia máxima de tan sólo 0.75 unidades logarítmicas. Para L. 
monocytogenes CECT5725, los antimicrobianos in vitro en concentración de 0.5 y 5 
mg/ml alcanzaron valores de eficacia bactericida entre 1.94-4.74 y 2.41-7.39 unidades 
logarítmicas respectivamente, mientras que incorporados en filetes de pechuga de 
pollo en concentración equivalente frente al mismo microorganismo, alcanzaron 
valores máximos de eficacia de tan sólo 0.32 y 0.27 unidades logarítmicas 
respectivamente. Frente a E. coli O157:H7, la LF y sus derivados en concentración de 
0.5 mg/ml alcanzaron en condiciones in vitro valores de eficacia bactericida máxima de 
2.34 unidades logarítmicas, mientras que en filetes de pechuga de pollo inoculadas 
con el mismo microorganismo concentraciones equivalentes de los antimicrobianos 
alcanzaron valores máximos de eficacia de tan sólo 0.59 unidades logarítmicas. 
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 Se procedió entonces a investigar los factores que podrían ser responsables de 
esta pérdida de actividad bactericida de la LF y sus derivados en carne. Se evaluó el 
efecto bactericida de la LF, AMILF y PDLF en concentración de 1 mg/ml frente a P. 
fluorescens ATCC948 en homogenizado cárnico (dilución 1:10 de carne picada de 
ternera en agua bidestilada desionizada), así como en el  homogenizado sometido a 
diálisis, en fracciones de distinto tamaño molecular obtenidas por filtrado del 
homogenizado ya dializado, y en el agua de diálisis. Se observó la pérdida de eficacia 
bactericida de la LF y sus derivados en el homogenizado y en el agua de diálisis, y su 
recuperación en el dializado y sus fracciones, por lo que se pensó en los cationes 
presentes en carne como responsables de la pérdida de eficacia bactericida. Se 
analizó entonces la presencia de cationes en el homogenizado cárnico, y por tanto en 
carne, observando que cationes como K+, Na+, Mg2+ y Ca2+ aparecen en carne en 
concentración muy superior a la capaz de afectar negativamente en condiciones in 
vitro a la actividad bactericida de la LF y sus derivados. Este efecto inhibidor de los 
cationes sobre los antimicrobianos se logró solventar en homogenizado cárnico 
mediante la adición de un quelante de cationes, el EDTA (5 mM), junto con 
bicarbonato sódico (5 mM). Sin embargo, esta alternativa (el uso combinado de los 
antimicrobianos con EDTA y bicarbonato) no resultó válida en carne, ni siquiera 
empleando concentraciones de EDTA de hasta 256 mM. 
 Otra alternativa que se investigó de cara a la recuperación o mejora de la 
actividad bactericida de la LF y sus derivados en carne fue la forma de aplicación del 
antimicrobiano, por si en esta pérdida de eficacia bactericida observada pudieran 
también estar implicados fenómenos de mala distribución del antimicrobiano en la 
carne. Se observó que la aplicación de la LF y sus derivados mediante inmersión de la 
pieza cárnica en la solución de antimicrobiano podría suponer una ligera mejora 
respecto a la aplicación habitual por adición del antimicrobiano a la carne y 
masajeado. Un paso adicional de lavado de la pieza cárnica, previo a la 
homogenización y siembra, por inmersión en una solución de cloruro sódico al 0.85% 
no supuso ninguna mejora. Sin embargo, la ligera mejora de la eficacia bactericida, 
inferior a 1 unidad logarítmica, lograda por la aplicación por inmersión posiblemente no 
compensaría la mayor complejidad y gasto de antimicrobiano y tiempo que supondría 
en caso de empleo en la industria. 
 Finalmente, se investigó el efecto del uso combinado de la LF y sus 
derivados en carne (pollo) junto con tratamientos de altas presiones hidrostáticas, 
frente a patógenos (L. monocytogenes y E. coli O157:H7) y alterantes (P. fluorescens), 
como alternativa para tratar de recuperar o potenciar el efecto bactericida de los 
antimicrobianos en carne. Como ya se ha indicado, la LF y sus derivados ejercieron 
escaso efecto bactericida en filetes de pechuga de pollo inoculados con L. 
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monocytogenes CECT5725, E. coli O157:H7 y P. fluorescens ATCC948. Sin embargo, 
las altas presiones (400 MPa durante 10 minutos a 10 ºC) lograron por sí solas 
reducciones en la microbiota inoculada en pollo (en agar selectivo) próximas o 
superiores a 4 unidades logarítmicas, durante los 8 días de conservación en 
refrigeración post-presurización. Para la microbiota total del pollo (en agar TSYEA) se 
observó una importante recuperación a día 8 post-presurización, alcanzando niveles 
próximos o superiores a 6 log ufc/g. El uso combinado de la LF y sus derivados con las 
altas presiones supuso una mejora muy limitada de la eficacia bactericida de los 
antimicrobianos en pollo, frente a L. monocytogenes y E. coli. La aplicación de 400 
MPa (10 min a 10 ºC) en pollo inoculado con L. monocytogenes CECT5725, supuso 
una reducción adicional inducida por la LF y sus derivados de menos de 1 unidad 
logarítmica, durante todo el tiempo de almacenamiento en conservación a 5 ºC post-
presurización. Se observó además que este limitado efecto de las altas presiones 
sobre la eficacia bactericida de la LF y sus derivados es mayor cuando éstos se 
incorporan 18 horas antes o 1 hora después de la presurización que cuando se 
incorporan sólo 1 hora antes, lo cual no se correspondería con el fenómeno de 
“sensibilización transitoria” inducido por las altas presiones y ciertos antimicrobianos 
registrado por otros autores. Para pollo inoculado con E. coli O157:H7, el tratamiento 
de 200 MPa (10 min a 10 ºC) tan sólo supuso una reducción adicional máxima 
inducida por la LF de 0.5 unidades logarítmicas inmediatamente tras la presurización, 
que se perdió durante el posterior almacenamiento en refrigeración. El tratamiento con 
400 MPa (10 min a 10 ºC) logró reducciones adicionales máximas inducidas por la LF 
y sus derivados de hasta 0.4-0.5 unidades logarítmicas a los 8 días post-presurización. 
Para pollo inoculado con P. fluorescens ATCC948, el tratamiento con 200 MPa (10 min 
a 10 ºC) no supuso una mejora importante de la eficacia bactericida de la LF y sus 
derivados, que tan sólo indujeron reducciones adicionales máximas de 0.44 unidades 
logarítmicas. Presiones superiores lograron una cierta potenciación del efecto 
bactericida de los antimicrobianos frente a la microbiota inoculada (datos en agar CFC) 
en pollo, que sin embargo no se hizo patente para la microbiota total del pollo (datos 
en agar TSYE). Así, la presurización con 300 MPa (10 min a 10 ºC) logró reducciones 
adicionales en los niveles en CFC inducidas por la LF y sus derivados de 1.1-2.4 
unidades logarítmicas a los 8 días post-presurización. El tratamiento con 400 MPa (10 
min a 10 ºC) logró reducciones adicionales de los niveles en CFC inducidas por los 
antimicrobianos de hasta 0.6 unidades durante todo el almacenamiento post-
presurización. Y para el tratamiento con 500 MPa (10 min a 10 ºC) se observó que la 
presencia de los antimicrobianos logró mantener por debajo del límite de detección los 
niveles en CFC durante los 8 días de almacenamiento post-presurización. 
 XIV 
 Se puede concluir que el potente efecto bactericida ejercido por la LF y sus 
derivados en condiciones in vitro se ve muy reducido al emplear estos antimicrobianos 
en carne, por lo que su valor como bioconservantes resulta muy limitado. Por otro 
lado, el tratamiento con altas presiones hidrostáticas es capaz de ejercer un potente 
efecto bactericida en carne. La combinación de las altas presiones con la LF y sus 
derivados logra inducir una cierta mejora del efecto bactericida de estos 
antimicrobianos en carne, por lo que su uso combinado podría resultar interesante 
para mejorar el control de ciertos microorganismos, como el alterante P. fluorescens1
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Introducción General 
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Fotografía: Pseudomonadaceae endógenas del pollo en agar CFC. 
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 En esta Introducción se han revisado los aspectos fundamentales en los que 
se basa la presente investigación. Está dividida en seis apartados principales: 
 
 En el primer apartado se revisan de forma general las tendencias actuales 
de consumo y fabricación de alimentos, así como las principales causas de 
alteración de los alimentos. 
 
 En el segundo apartado se describen las principales bacterias implicadas 
en alteraciones, intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias. 
 
 En el tercer apartado se hace una revisión general de las tecnologías de 
conservación de los alimentos. 
 
 El cuarto apartado se centra más específicamente en la carne y los 
productos cárnicos: producción, tendencias y alteraciones. 
 
 En el quinto apartado se hace una revisión de la lactoferrina y sus 
derivados: estructura, actividades y aplicaciones. 
 
 Finalmente, el sexto apartado se centra en las altas presiones hidrostáticas, 
empleadas en este trabajo de investigación, junto con la lactoferrina y sus 
derivados, al objeto de controlar el crecimiento microbiano en carne y 
productos cárnicos. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
1- TENDENCIAS DE CONSUMO, VIDA ÚTIL Y ALTERACIONES DE LOS 
ALIMENTOS 
 
1.1- Generalidades. 
 En las últimas décadas la oferta alimentaria ha evolucionado 
considerablemente debido al desarrollo de nuevas tecnologías para la conservación de 
los alimentos, así como para su preparación o procesado y para su forma de 
comercialización y de presentación. Actualmente el consumidor es cada vez más 
exigente, demandando alimentos conservados de mejor calidad, similares a sus 
equivalentes frescos naturales, con buenas características nutricionales, saludables y 
que garanticen su seguridad alimentaria. La necesidad de producir alimentos 
siguiendo estos estrictos parámetros de calidad ha llevado al desarrollo y aplicación de 
nuevas tecnologías de conservación alternativas a los métodos tradicionales, basados 
en su mayoría en tratamientos térmicos intensos para la inactivación de 
microorganismos y enzimas, que ocasionan la modificación de las características 
organolépticas y el valor nutricional de los alimentos. Por otro lado, el cambio en los 
estilos de vida (como la incorporación de la mujer al trabajo o la multiculturalidad), las 
nuevas formas de cocinar (tendencia a consumir alimentos crudos o con tiempos muy 
cortos de cocinado o preparación) y el incremento de la esperanza de vida 
(aumentando así un sector de la población denominado “de riesgo”, como ancianos e 
inmunodeprimidos), han dado lugar a un mayor riesgo de contaminación microbiana a 
través de los alimentos, aumentando también la preocupación por la seguridad 
alimentaria tanto entre las autoridades sanitarias como en el sector productivo y en los 
consumidores.   
 
1.2- Gamas de productos. Conservación y presentación. 
 Las gamas alimentarias son actualmente una forma de clasificación de los 
alimentos, que hace referencia no sólo a su forma final de presentación, sino también 
a su forma de procesado y tratamiento de conservación. Actualmente los alimentos se 
clasifican en cinco gamas, aunque se empieza a hablar del desarrollo de una posible 
sexta gama. En la Figura 1 se recogen algunos ejemplos de las distintas gamas 
alimentarias, que a continuación se describen. 
 
1.2.1- Primera gama. 
Bajo esta denominación se incluyen todos los alimentos frescos y en estado 
natural (como frutas, verduras, huevos, leche, carnes, pescados y mariscos frescos) y 
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aquéllos sometidos a los tratamientos más tradicionales de conservación como salado, 
secado o fermentación (salazones, pasta deshidratada, lácteos). 
 
1.2.2- Segunda gama. 
 Comprende  las conservas, semiconservas y enlatados, es decir, productos 
que se han sometido a un tratamiento térmico para su conservación y se han 
envasado en recipientes adecuados, de lata o vidrio, herméticamente cerrados. 
Incluyen productos tales como conservas de pescado, mermeladas y frutas en 
almíbar. 
 
1.2.3- Tercera gama. 
 Incluye los alimentos congelados y ultracongelados, es decir, vegetales, frutas, 
carnes, pescados y mariscos sometidos a conservación por baja temperatura, pero
que requieren de su preparación y cocinado para ser consumidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ejemplos de productos de las distintas gamas alimentarias. Primera gama 
(1) con alimentos frescos, salazones y deshidratados. Segunda gama (2) con 
conservas, semiconservas y enlatados. Tercera gama (3) con congelados y 
ultracongelados no pre-cocinados. Cuarta gama (4) con  alimentos pre-elaborados sin 
tratamiento térmico. Quinta gama (5) con alimentos pre-cocinados que requieren un 
mínimo procesado o calentamiento para su consumo. Sexta gama (6) en desarrollo, 
que podría incluir alimentos irradiados, liofilizados y texturizados. 
 
1 2
3 4
5 6
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1.2.4- Cuarta gama. 
 Bajo esta denominación se incluyen los alimentos pre-elaborados pero que no 
han recibido ningún tratamiento térmico, envasados y listos para su consumo 
inmediato o tras un mínimo cocinado o procesado. Están envasados en bolsas, 
bandejas o tarrinas, bajo atmósfera protectora, y requieren refrigeración. Su periodo de 
caducidad es corto, de unos 7 a 10 días. En la actualidad se comercializan así una 
gran variedad de productos hortofrutícolas frescos, que han sido limpiados, cortados, 
picados o troceados, como lechuga, zanahoria, espinacas, apio, puerros, acelgas, 
tomate, cebolla, patata, y frutas como naranja, manzana o sandía, individuales o 
mezclados. Dentro del sector cárnico se están empezando a comercializar productos 
de cuarta gama presentados en envases con atmósfera protectora, por ejemplo en 
bandejas con la carne y la guarnición por separado, que requieren un cocinado 
posterior, tales como ternasco encebollado o costillas en salsa barbacoa. 
 
1.2.5- Quinta gama. 
 Comprende alimentos ya cocinados, sometidos a un tratamiento térmico o 
pasteurización, elaborados y envasados, que sólo requieren un mínimo procesado o 
calentamiento para su consumo. Incluye productos envasados en atmósfera 
modificada o al vacío y refrigerados, y también productos ultracongelados pero ya 
elaborados y cocinados. Pertenecen a este grupo productos elaborados, como por 
ejemplo pizzas, lasañas, y diversos platos preparados como almejas en salsa, pulpo a 
la gallega, ventresca de bonito o pastel de cabracho. 
 
 Dentro de la cuarta y quinta gama, se engloban los alimentos “listos para el 
consumo” (RTE – “ready to eat”). Estos productos están definidos por la FDA (2009) 
como “aquellos productos presentados en una forma que es comestible sin 
preparación adicional para lograr la seguridad del alimento, aunque pueden ser 
sometidos a una preparación adicional por razones de sabor, estéticas, epicúreas, 
gastronómicas o culinarias. No se exige que el producto lleve instrucciones de 
manipulación segura ni otro etiquetado que indique que el producto debe ser cocinado 
o tratado de alguna forma por motivos de seguridad, y puede incluir productos cárnicos 
y de ave congelados”. Bajo esta denominación se incluyen productos de origen animal 
cocinados o pre-cocinados, embutidos crudo-curados (como fuet, chorizo y jamón 
curado) y productos cárnicos tratados por calor (como jamón cocido, fiambres y 
salchichas tipo frankfurt), así como productos de origen vegetal y productos de 
repostería que no requieren ningún cocinado previo a su consumo. 
 
 
1.2.6- Sexta gama. 
Se habla de una posible sexta gama de alimentos, que podría incluir alimentos 
tan diversos como productos irradiados, liofilizados, con ingredientes funcionales y 
productos texturizados. No obstante, aún se encuentra en su fase de desarrollo e 
investigación y se está estudiando además la forma de introducirlos en el mercado.  
 
1.3- Vida útil, caducidad y alteraciones de los alimentos. 
Las tendencias actuales de consumo han dado lugar al desarrollo de nuevas 
gamas alimentarias que, como se ha descrito anteriormente, están enfocadas hacia la 
obtención de productos de fácil y rápida preparación, manteniendo su calidad sensorial 
y nutritiva, prolongando su vida útil o durabilidad y garantizando la calidad higiénico-
sanitaria. La vida útil o durabilidad de un producto se define como el periodo de tiempo 
desde la fabricación en que éste mantiene una calidad global satisfactoria y puede 
consumirse con totales garantías, evitando que llegue a ser sensorialmente 
inaceptable o que pueda suponer un riesgo para la salud. El límite de la vida útil de un 
producto puede expresarse mediante tres tipos de fechas registradas en el envase 
(RD 2058/1982, RD 1334/1999), aunque ciertos productos, como los vinos, bebidas 
alcohólicas con más de un 10% de alcohol, frutas y verduras frescas, vinagre, sal, 
azúcar, bollería y panadería de consumo en el día, caramelos, chicles y productos 
similares de confitería, no están obligados a mostrar ninguna de estas fechas de 
consumo. Dichas fechas se definen como: 
- Fecha límite de venta. Es la última fecha en la que un producto puede 
ofrecerse a la venta al detalle, e implica que después de esta fecha exista un 
plazo razonable de almacenamiento en el hogar sin deterioro de sus 
características organolépticas ni sanitarias. 
- Fecha de duración mínima, durabilidad mínima, consumo preferente o fecha 
óptima de consumo. Es la última fecha en que un producto, en condiciones 
correctas de manipulación y almacenamiento, conserva inalteradas sus 
características iniciales, aunque después de esta fecha el producto pueda ser 
satisfactorio durante un cierto tiempo. Se expresa mediante la leyenda 
“consumir preferentemente antes de”, seguida de “día” y “mes” para 
productos de duración inferior a 3 meses, “mes” y “año” para productos de 
duración entre 3 y 18 meses, y de “año” para productos de duración superior 
a 18 meses. 
- Fecha de caducidad, límite de utilización, límite de consumo o fecha de 
expiración. Es la última fecha a partir de la cual el producto no se considera 
comercializable ni apto para el consumo. Se expresa mediante la leyenda 
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“fecha de caducidad”, y se emplea en productos perecederos en muy corto 
plazo.  
 
La vida útil es pues el periodo de tiempo en que un producto permanece 
inalterado desde un punto de vista nutricional, organoléptico y sanitario. Para el 
Código Alimentario Español un alimento alterado es “todo alimento que durante su 
obtención, preparación, manipulación, transporte, almacenamiento o tenencia, y por 
causas no provocadas deliberadamente haya sufrido tales variaciones en sus 
caracteres organolépticos, composición química o valor nutritivo, que su aptitud para la 
alimentación haya quedado anulada o sensiblemente disminuida, aunque se mantenga 
inocuo” (RD 2484/1967). Las causas de alteración de los alimentos incluyen: 
 
    • Alteraciones por causas físicas, debidas a factores como: 
- La acción de la luz, que es un factor de oxidación y catalizador de reacciones 
químicas y bioquímicas. 
- La acción del calor. Se considera que entre 20 y 40 ºC se aceleran en general 
todos los procesos de degradación, a partir de 40 ºC se producen fenómenos 
de evaporación y desecación, a partir de 50 ºC se produce el cambio de estado 
de algunas proteínas, y a temperaturas superiores a 100 ºC se produce 
desnaturalización proteica, quemaduras y cambios de coloración. 
- La acción del frío. Produce congelación (quemaduras y cristalización), 
oxidación y enranciamiento, y decoloración o aparición de coloración anómala. 
- Humedad o, por el contrario, desecación. 
 
    • Alteraciones por causas químicas o enzimáticas, debidas a reacciones e 
interacciones como: 
- Las reacciones de pardeamiento enzimático, que provocan la transformación 
de compuestos fenólicos en polímeros coloreados, principalmente pardos o 
negros, por acción de la enzima polifenol oxidasa. Se produce en especial en 
frutas y legumbres, y se ve potenciada por manipulaciones como el pelado o 
triturado, y por golpeado. 
- El pardeamiento no enzimático se produce por las reacciones de condensación 
entre compuestos carbonilo y aminados, o por la degradación de compuestos 
con dobles enlaces conjugados a grupos carbonilo. Se producen así polímeros 
oscuros, alteraciones organolépticas y pérdidas del valor nutritivo. Este proceso 
se ve además acelerado por la temperatura, por ejemplo por la cocción o 
pasteurización. 
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- La lipolisis enzimática. Está mediada por lipasas y provoca la liberación de 
ácidos grasos, produciéndose el enranciamiento y la oxidación lipídica. Este 
proceso está además potenciado por la luz y los cationes metálicos. 
- También se pueden producir decoloraciones debidas a la degradación de 
pigmentos como clorofilas o carotenos. 
 
    • Alteraciones microbianas. 
Los alimentos pueden ser vehículo de diversos microorganismos y metabolitos 
microbianos. Según su procedencia se clasifican en microorganismos endógenos (ya 
presentes en los alimentos antes de su obtención) y exógenos (que llegan a los 
alimentos durante su obtención, transporte, industrialización, conservación o 
consumo). A continuación se describen más detalladamente las principales bacterias 
causantes de alteraciones en alimentos (sección 2.1) y las principales bacterias 
patógenas que pueden estar presentes en alimentos (sección 2.2), por estar centrado 
este trabajo de investigación en el control de bacterias en carne y productos cárnicos. 
No obstante, además de las bacterias, otros microorganismos como hongos, parásitos 
y virus pueden ser responsables de alteraciones alimentarias y patologías, como se 
describe brevemente a continuación.  
Las levaduras y mohos toleran, en general, mejor que las bacterias las 
condiciones de baja actividad de agua y pH ácido, siendo alterantes típicos de 
alimentos como frutas, hortalizas, cereales y productos horneados, pudiendo también 
afectar a la carne y los productos cárnicos. Son responsables de ablandamientos y 
podredumbres debido a su gran capacidad proteolítica y lipolítica, como es el caso de 
Penicillium spp., así como de alteraciones en el aspecto y coloración, como es el caso 
de diversas especies de los géneros Aspergillus, Mucor, Neurospora, Penicillium, 
Rhizophus, Saccharomyces, Thamnidium y Torulopsis. Además, algunas especies de 
mohos son capaces de crecer sobre los alimentos y producir micotoxinas, metabolitos 
secundarios tóxicos que serán ingeridos con el alimento contaminado. Entre las 
principales micotoxinas se encuentran las aflatoxinas producidas por Aspergillus spp., 
responsables de alteraciones hepáticas y carcinogénicas, las ocratoxinas producidas 
por Aspergillus spp. y Penicillium spp., altamente nefrotóxicas, hepatotóxicas, 
inmunosupresoras, carcinogénicas y teratogénicas, la zearalenona producida por 
Fusarium spp., con actividad estrogénica y anabolizante, las fumonisinas producidas 
por Alternaria spp. y Fusarium spp., de acción carcinogénica, los alcaloides del ergot 
producidos por Claviceps spp. y Neotyphodium spp., causantes del ergotismo y de 
cuadros convulsivos, necróticos y abortos, la patulina producida por Aspergillus spp. y 
Penicillium spp., de actividad carcinogénica, los tricotecenos producidos por Fusarium 
spp. y Trichophytum spp., causantes de alteraciones gastrointestinales, hemorrágicas, 
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inmunológicas, neurológicas e inflamatorias, la citroviridina producida por Aspergillus 
spp, Penicillium spp. y Eupenicillium spp., causante de alteraciones cardiacas y 
circulatorias, el desoxivalenol producido por Fusarium spp., causante de alteraciones 
gastrointestinales, inmunológicas y neurológicas, la moniliformina producida por 
Fusarium spp, causante de alteraciones cardiacas y circulatorias, y los psoralenos 
producidos por Sclerotinia spp., causantes de alteraciones cutáneas.  
Los parásitos pueden ser unicelulares, como los protozoos, y pluricelulares o 
metazoos, como los helmintos que a su vez se dividen en nematodos y platelmintos 
(cestodos y trematodos). No se multiplican en los alimentos, pero sí que pueden estar 
presentes en ellos. Sus formas infectivas pueden ser así ingeridas con el producto, 
dando lugar a muy diversas manifestaciones clínicas que abarcan desde un estado de 
portador asintomático, pasando por sintomatología gastrointestinal o reacciones 
alérgicas, hasta graves manifestaciones de diversa naturaleza y localización según el 
parásito implicado, carga infectiva y estado inmunitario del hospedador. Los parásitos 
que se transmiten a través de los alimentos y que con mayor frecuencia causan 
enfermedades en el hombre son, dentro de los protozoos, Cryptosporidium parvum, 
Cyclospora cayetanensis e Isospora belli, responsables de coccidiosis intestinales, 
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia responsables de cuadros gastrointestinales 
como la amebiasis y giardiasis, y Toxoplasma gondii responsable de la toxoplasmosis. 
Dentro de los nematodos, los más frecuentemente implicados son Ascaris 
lumbricoides y Thrichuris trichiura, causantes de geohelmintiasis, Trichinella spiralis, 
causante de la triquinosis, y Anisakis spp., causante de anisakiasis o anisakidosis. 
Dentro de los platelmintos, se encuentran los trematodos como Fasciola hepatica, 
causante de fasciolasis, fasciolosis o distomatosis, y los cestodos como 
Diphyllobothrium latum, Taenia saginata y Taenia solium, causantes de teniasis y 
cisticercosis, y Echinococcus granulosus, causante de la hidatidosis o equinococosis.  
 Los virus tampoco se multiplican en los alimentos pero son muy resistentes y 
pueden estar presentes en ellos, principalmente por contaminación fecal directa o por 
aguas contaminadas, y ser ingeridos con el producto. Entre los principales virus 
causantes de enfermedades transmitidas por alimentos se encuentran el virus de la 
hepatitis A y E, así como virus entéricos responsables de transtornos 
gastrointestinales, como rotavirus, reovirus, adenovirus, calicivirus, norovirus o virus 
tipo Norwalk, astrovirus y coronavirus. Otros enterovirus que también pueden estar 
implicados pero cuya incidencia es baja en la actualidad son los echovirus y poliovirus 
de la familia Picornaviridiae. 
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2- BACTERIAS ALTERANTES Y PATÓGENAS EN ALIMENTOS 
 
2.1- Bacterias alterantes en alimentos. 
 Como ya se ha indicado, un alimento alterado puede no ser peligroso desde un 
punto de vista sanitario pero presenta modificaciones de sus características 
organolépticas, careciendo por tanto de la calidad debida. Entre las principales 
bacterias causantes de alteraciones alimentarias se encuentran: 
 
2.1.1- Pseudomonas. 
 El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Engloba bacilos pequeños, rectos o curvos, gram negativos, móviles, con 
flagelos peritricos, aerobios,  no fermentadores, que metabolizan los azúcares por la 
vía de Entner-Doudoroff o del 2-cetodesoxigluconato y presentan una gran versatilidad 
metabólica. Dentro de este género destaca la especie P. fluorescens. Es una bacteria 
muy ubicua, presente en suelo y agua, así como en ambientes hospitalarios y 
alimentos como leche, carne, huevos y vegetales (Martínez Izquierdo et al., 2001). Se 
denomina así porque es capaz de sintetizar y secretar un pigmento fluorescente 
hidrosoluble, la pioverdina, que actúa como sideróforo. Es psicrotrofa, con una  
temperatura óptima de crecimiento entre 25 y 30 ºC, aunque puede crecer en un 
amplio rango de temperaturas entre 5 y 42 ºC, y a pH de entre 5 y 8, siendo su óptimo 
7. Es capaz de sintetizar una abundante cápsula polisacarídica implicada en su 
adhesión, resistencia y formación de biofilms. Produce y secreta al medio enzimas 
hidrolíticas como proteasas y lipasas, muy termorresistentes. Puede crecer sobre los 
alimentos, incluso en refrigeración, y dar lugar a alteraciones como enverdecimiento, 
viscosidad y limo superficial, aparición de olores anómalos, amargor y gelificación 
(Borges Mano, 1997). Utiliza la glucosa como sustrato preferente y cuando ésta se 
agota comienza a degradar sustratos como aminoácidos, ácidos orgánicos y 
gluconatos dando lugar a la formación de sulfuros, ésteres, ácidos y aminas (Gill & 
Newton, 1977). Finalmente se van liberando otros compuestos como hidrocarburos, 
amoniaco y aminas como la putrescina, apareciendo limo superficial, aumentando el 
pH y desarrollándose el olor pútrido (Ingram & Dainty, 1971). En agar, P. fluorescens 
puede dar lugar al desarrollo de colonias de distinto aspecto (lisas, mucosas y 
rugosas). Una misma cepa puede dar lugar a colonias de distinto aspecto, 
apareciendo colonias parásitas, de pequeño tamaño, que se benefician de las colonias 
“normales” más abundantes, secuestrando el hierro y nutrientes de éstas (Ross-
Gillespie et al., 2007).  
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2.1.2. Acinetobacter. 
 El género Acinetobacter pertenece a la familia Moraxellaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género engloba distintas especies de bacterias gram negativas, aerobios 
estrictos, no fermentadores de hexosas, inmóviles, no flagelados, saprófitos muy 
ubicuos y ampliamente distribuidos en la naturaleza, suelo, agua, así como en 
ambientes hospitalarios y alimentos. Su morfología es de tipo cocobacilar pero variable 
según el medio y fase de crecimiento. Tiene una gran capacidad de adaptación al 
medio, gran adhesividad y capacidad de colonización, así como gran resistencia a la 
desecación, a los antibióticos y a otras bacterias. Son bacterias saprófitas pero pueden 
actuar como patógenos oportunistas, especialmente en individuos 
inmunocomprometidos, pudiendo infectar heridas y causando infecciones respiratorias, 
urinarias y septicemia. Debido a su gran ubicuidad y presencia en suelo, superficies y 
agua, pueden contaminar alimentos como carne, pescados y vegetales. Pueden crecer 
sobre carne y productos cárnicos, degradando aminoácidos y ácidos orgánicos como 
el ácido láctico, y produciendo compuestos como ésteres, nitrilos y sulfuros, causando 
de este modo alteraciones del aspecto, textura y olor del alimento (Gill & Newton, 
1977). 
 
2.1.3- Psychrobacter.  
 El género Psychrobacter pertenece a la familia Moraxellaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Incluye distintas especies de bacterias gram negativas, cocoides o cocobacilos, 
que suelen aparecer en parejas, inmóviles, no flagelados, aerobios estrictos y 
moderadamente halotolerantes. Son psicrófilos y saprófitos, habitantes del suelo, 
sedimentos y aguas, pudiendo así contaminar alimentos como lácteos, pescados y 
carnes (Páčová et al., 2001). P. immobilis es la especie más importante de este 
género y la más frecuentemente aislada de alimentos y de ciertas infecciones 
oportunistas en humanos. No es un microorganismo proteolítico pero sí lipolítico, que 
puede verse implicado en alteraciones de los alimentos anteriormente citados, 
pudiendo además crecer en condiciones de refrigeración y en presencia de sal. 
 
2.1.4- Serratia. 
 El género Serratia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género engloba bacilos gram negativos, anaerobios facultativos, no 
esporulados, móviles, con flagelos peritricos. Son capaces de fermentar azúcares 
como la glucosa, sin producción de gas, y son fermentadores lentos de la lactosa. Son 
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capaces de crecer en presencia de sales biliares, y pueden aprovechar el citrato y muy 
diversos compuestos como fuente de carbono. Son psicrotrofos, pero crecen en un 
amplio rango de temperaturas entre 5 y 40 ºC, así como en un amplio rango de pH 
entre 5 y 9. Son bacterias ubicuas, presentes en suelo, agua y vegetales. Son 
saprófitos pero pueden actuar como patógenos oportunistas, principalmente en 
individuos inmunocomprometidos, dando lugar a procesos como endocarditis, 
osteomielitis, meningitis, infecciones oculares, cutáneas y de heridas, respiratorias y 
urinarias, y septicemia. Tienen un alto potencial patogénico y una gran resistencia a 
los antibióticos mediada por plásmidos. Pueden contaminar y alterar alimentos, como 
productos cárnicos, pescados y lácteos. Crecen en refrigeración y generan múltiples 
enzimas como DNAsas, lipasas, proteasas, gelatinasas, lecitinasas, quitinasas y 
esterasas, alterando textura, aspecto y olor de los alimentos. S. marcescens, S. 
rubidaea y algunas cepas de S. plymuthica son capaces de sintetizar un pigmento rojo 
tripirrólico, la prodigiosina, alterando así el aspecto y color de los alimentos. 
 
2.1.5- Enterobacter. 
El género Enterobacter pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género incluye una gran diversidad de especies de bacilos gram 
negativos, móviles, con flagelos peritricos, anaerobios facultativos, que pueden 
presentar cápsula. Son fermentadores de azúcares y producen gas, pero no 
sulfhídrico. Son saprófitos ubicuos, que pueden estar presentes en suelo, superficies, 
agua, materia orgánica y forman parte de la microbiota habitual de piel y tracto 
gastrointestinal de aves, mamíferos e invertebrados, pero pueden actuar como 
patógenos oportunistas, principalmente en individuos inmunocomprometidos y en 
niños, causando infecciones cutáneas y de heridas, endocarditis, meningitis, 
infecciones urinarias y respiratorias, alteraciones gastrointestinales, y septicemia. 
Debido a su amplia distribución pueden contaminar alimentos y en muchos casos se 
emplean como indicadores de contaminación fecal, pudiendo estar presentes en 
lácteos, productos cárnicos y de pescado, conservas y vegetales. En productos 
envasados al vacío o en atmósferas modificadas y con pH inferior a 5.8, pueden llegar 
a constituir una parte importante de la microbiota total al no existir microbiota 
competitiva, pudiendo causar alteraciones. Utilizan la glucosa, y en menor grado la 
glucosa-6-fosfato, aminoácidos y ácido láctico, generando sulfuros y aminas, y dando 
lugar a olores y aspecto anómalos (McMeekin, 1982). 
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2.1.6- Hafnia. 
 El género Hafnia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007), y engloba a una única especie, H. alvei, anteriormente clasificada como 
Enterobacter alvei o E. aerogenes subsp. hafniae (Ewing & Fife, 1968). Incluye bacilos 
gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos, móviles. Reducen los nitratos, son 
decarboxilasa positivos y capaces de aprovechar el citrato como única fuente de 
carbono. Son fermentadores de azúcares y glicerol, aunque de lactosa, y producen 
gas. Al igual que el género Enterobacter son saprófitos ubicuos, presentes en agua, 
suelo, materia orgánica, así como piel y tracto gastrointestinal de vertebrados e 
invertebrados, y pueden actuar también como patógenos oportunistas en individuos 
inmunocomprometidos, causando infecciones cutáneas y de heridas, infecciones 
gastrointestinales, urinarias y respiratorias, meningitis y septicemia. Pueden 
contaminar alimentos, como lácteos, productos cárnicos y de pescado, miel y 
conservas, causando alteraciones principalmente en productos envasados a vacío o 
en atmósfera modificada, dando lugar a la producción de gas por la fermentación de 
azúcares, acidificación del producto, y alteración del aspecto, olor y textura. 
 
2.1.7- Shewanella. 
 El género Shewanella pertenece a la familia Shewanellaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Alteromonadales y phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género incluye bacilos largos gram negativos, móviles, flagelados, no 
esporulados, mayoritariamente mesófilos pero también hay cepas psicrotrofas, 
psicrófilas y barófilas. Requieren para su crecimiento altos valores de actividad de 
agua, son sensibles a pH ácido, y halotolerantes. Son anaerobios facultativos, 
fermentadores variables de los azúcares, y productores de gas y sulfhídrico. Son 
saprófitos ubicuos, presentes en agua, suelo y hábitats acuáticos y marinos, aunque 
en ocasiones pueden actuar como patógenos de animales acuáticos, e incluso causar 
infecciones cutáneas y de tejidos blandos en humana. Pueden contaminar alimentos, 
principalmente productos cárnicos y de pescado. Son capaces de crecer en alimentos 
con pH superior a 6, como las carnes DFD (“dark, firm and dry”), y condiciones como 
baja disponibilidad de oxígeno (como en productos envasados en atmósferas 
modificadas) que favorecen su proliferación al eliminar a la microbiota competidora. S. 
putrefaciens es la especie más frecuentemente implicada en la alteración de los 
alimentos, que actúa en aerobiosis de forma similar al género Pseudomonas 
(degradando glucosa y aminoácidos, y produciendo sulfuros volátiles), y en 
anaerobiosis produce gran cantidad de sulfhídrico. Da lugar a la alteración de la 
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textura, color (color verdusco u oscurecimiento) y aparición de olores anómalos como 
a “estropajo usado” o “trapo sucio húmedo” en los alimentos. 
 
2.1.8- Aeromonas. 
 El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Aeromonadadales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género incluye bacilos gram negativos, móviles, con un flagelo polar 
(excepto Aeromonas salmonicida y A. media), anaerobios facultativos, mesófilos o 
psicrotrofos. Son fermentadores de la glucosa y fermentadores variables de otros 
azúcares, y producen gas y sulfuros volátiles, y bajo ciertas condiciones, sulfhídrico. 
Son capaces de expresar una gran diversidad de factores de virulencia como fimbrias, 
adhesinas y lecitinas, hemolisinas, DNAsas, proteasas, lipasas y fosfolipasas, y 
enterotoxinas. Son bacterias ubicuas, presentes principalmente en hábitats acuáticos. 
Algunas especies son patógenos de peces y anfibios (como A. salmonicida y A. 
hydrophila), y pueden actuar como patógenos oportunistas, especialmente en 
individuos inmunocomprometidos, causando infecciones cutáneas, oculares y de 
heridas, infecciones respiratorias, gastroenteritis, meningitis, osteomielitis y septicemia 
(Abbott et al., 2003). Debido a su ubicuidad y presencia en agua pueden contaminar 
alimentos como carnes y pescados, bebidas y vegetales. Compiten mal con otra 
microbiota pero su crecimiento se ve favorecido en condiciones de refrigeración y 
bajas tensiones de oxígeno, como productos cárnicos y de pescado envasados a 
vacío o en atmósferas modificadas, pudiendo ser causa de alteraciones y con un gran 
potencial patógeno. Pueden llegar a formar parte importante de la microbiota alterante 
de carne refrigerada de modo inadecuado, sobre todo de aves. 
 
2.1.9- Xanthomonas. 
 El género Xanthomonas pertenece a la familia Xanthomonadaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Xanthomonadales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género incluye bacilos gram negativos, móviles, con un flagelo polar, y no 
esporulados. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre 25 y 30 ºC, pero 
pueden crecer a temperatura de refrigeración. Son quimiorganotrofos, capaces de 
aprovechar como fuente de carbono una gran variedad de azúcares, carbohidratos y 
ácidos. Son aerobios estrictos, de metabolismo exclusivamente oxidativo. Sintetizan 
pigmentos carotenoides no hidrosolubles, y pueden secretar abundante 
exopolisacárido (xantano) implicado en su virulencia, resistencia y patogenicidad. Son 
bacterias ubicuas, habitantes del suelo, patógenos y alterantes de vegetales, siendo 
capaces de causar enfermedades en vegetales como el cancro, necrosis, manchas, 
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defoliación y obstrucción de vasos. Sin embargo, en algunos casos se han encontrado 
además formando parte de la microbiota alterante de canales y carnes. 
 
2.1.10- Alcaligenes. 
 El género Alcaligenes pertenece a la familia Alcaligenaceae, clase 
Betaproteobacteria, orden Burkholderiales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género incluye bacilos cortos o cocobacilos, gram negativos, aerobios 
estrictos, móviles, con flagelos peritricos. Su temperatura óptima varía entre 20 y 37 
ºC, aunque existen cepas psicrotrofas. Tienen actividad aminoacilasa, y no fermentan 
azúcares ni producen ácidos. Su nombre procede de su capacidad para generar 
álcalis a partir de sales orgánicas y amidas. Son saprófitos ubicuos, presentes en 
suelo, agua, y pueden formar parte de la microbiota gastrointestinal y cutánea de 
vertebrados. En algunas ocasiones pueden actuar como patógenos oportunistas en 
individuos inmunocomprometidos, causando infecciones respiratorias y urinarias. 
Pueden también contaminar superficies y alimentos, alterando principalmente canales, 
carne y productos cárnicos, lácteos y huevos. Son productores de lipasas, y pueden 
alterar el pH, aspecto, textura (gelificación) y olor de los alimentos. 
 
2.1.11- Brochothrix. 
 El género Brochothrix pertenece a la familia Listeriaceae, clase Bacilli, orden 
Bacillales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). Está formado por bacilos gram 
positivos, no esporulados, no encapsulados, inmóviles, no flagelados, aerobios o 
anaerobios facultativos. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre 20 y 25 ºC, 
pero puede crecer a temperaturas de entre 0 y 30 ºC. Toleran un amplio rango de pH, 
así como bajos valores de actividad de agua, y son capaces de crecer en presencia de 
sal en concentraciones de hasta un 6.5 %. Son saprófitos psicrotrofos presentes en 
suelo y agua, que pueden contaminar alimentos como carnes, pescados y lácteos, 
incluso productos en salazón. Tienen una gran capacidad alterante, y pueden llegar a 
constituir la parte mayoritaria de la microbiota alterante de productos cárnicos 
envasados en atmósferas modificadas, especialmente B. thermosphacta (Gill, 1996). 
Son capaces de utilizar la glucosa, y en menor grado el glutamato, como fuente de 
energía. En condiciones de aerobiosis generan en alimentos compuestos como el 
ácido acético, acetoina, diacetilo y ácidos grasos volátiles como el isobutírico e 
isovalérico, dando lugar a olores dulzones. En condiciones de anaerobiosis generan 
principalmente ácido láctico, etanol y en pequeña cantidad, ácidos grasos volátiles 
(Dainty & Hibbar, 1980). Además presentan actividad proteolítica, pudiendo así alterar 
la textura del producto y generar olores desagradables. 
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2.1.12- Flavobacterium. 
 El género Flavobacterium pertenece a la familia Flavobacteriaceae, clase 
Flavobacteria, orden Flavobacteriales, phylum Bacteroidetes (Garrity et al., 2007). 
Incluye bacilos gram negativos, no esporulados, no flagelados pero móviles por 
deslizamiento (aunque algunas especies pueden presentar flagelos peritricos), 
aerobios facultativos, y productores de pigmentos amarillos o naranjas. Son 
microorganismos quimiorganotrofos, fermentadores débiles de azúcares, con escasa 
producción de ácidos. Engloba bacterias mesófilas pero también psicrotrofas o 
psicrófilas, incluso habitantes de zonas polares, y muchas son halotolerantes. Son 
bacterias ubicuas, presentes en suelo, superficies y aguas, y en muchos casos 
intervienen en procesos de remineralización del suelo. Algunas especies, como F. 
psychrophilum, son patógenos de peces, causando infecciones cutáneas, necrosis y 
septicemia, como por ejemplo en la “enfermedad del agua fría”. Pueden también 
actuar como patógenos oportunistas en individuos inmunocomprometidos y niños, 
causando meningitis, infecciones oculares y cutáneas o de heridas. Son productores 
de lipasas, proteasas, fosfolipasas y lecitinasas, pudiendo contaminar y alterar 
alimentos, como lácteos, carne y productos cárnicos. 
 
2.1.13- Micrococcus. 
 El género Micrococcus pertenece a la familia Micrococcaceae, clase 
Actinobacteria, orden Actinomycetales, phylum Actinobacteria (Garrity et al., 2007). 
Este género incluye cocos gram positivos, que suelen aparecer formando tétradas, no 
esporulados, aerobios estrictos o facultativos, móviles e inmóviles. Presentan una 
gruesa pared bacteriana, son muy resistentes a la temperatura, toleran bajos valores 
de actividad de agua y altas concentraciones de sal, llegando algunas especies a 
soportar hasta un 15%. M. radiodurans es además altamente resistente a las 
radiaciones gamma y ultravioleta. Son saprófitos ubicuos presentes en el agua, suelo, 
aire e incluso piel, y pueden actuar como patógenos oportunistas en individuos 
inmunocomprometidos, causando infecciones cutáneas y respiratorias, endocarditis, 
meningitis y septicemia. Pueden contaminar alimentos, como lácteos, productos 
cárnicos y de pescado, e incluso salmueras y curados (Huis In’t Veld, 1996). Son 
catabólicamente muy versátiles, capaces de reducir los nitratos y de emplear un 
amplio rango de sustratos inusuales como piridina, bifenilos e hidrocarburos. Producen 
enzimas extracelulares como proteasas, lipasas y decarboxilasas pudiendo alterar la 
textura del alimento, y dando lugar al desarrollo de olores desagradables por la 
formación de cadaverina y putrescina por decarboxilación. Pueden producir limosidad 
superficial, acidificación del producto, e incluso cambios de coloración en el caso de M. 
luteus (amarillo) y M. roseus (rojizo).  
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2.1.14- Bacterias lácticas. 
 Bajo este nombre se incluyen muy diversas bacterias, todas ellas resistentes a 
pH ácido, estrictamente fermentativas y productoras de ácido láctico. Incluye seis 
familias (Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, 
Leuconostocaceae y Streptococcaceae) pertenecientes a la clase Bacilli, orden 
Lactobacillales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). Este grupo engloba por tanto 
bacterias muy diversas, cocos o bacilos, gram positivos, no esporulados, 
generalmente inmóviles, anaerobios facultativos o microaerófilos, y carentes de 
citocromos. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre 30 y 40 ºC, pero pueden 
crecer en un rango de temperaturas entre 2 y 53 ºC. Son microorganismos 
estrictamente fermentativos, y en función de los productos finales se clasifican en 
homofermentativos (cuando su producto final mayoritario es el ácido láctico, por 
encima de un 80%) y heterofermentativos (además de ácido láctico producen 
cantidades importantes de otros compuestos como ácido acético, dióxido de carbono o 
etanol). Son ubicuos, presentes en agua, suelos y materia orgánica, y muchos forman 
parte de la microbiota habitual de piel y tracto gastrointestinal de vertebrados. Al ser 
capaces de crecer en presencia de altas concentraciones de carbohidratos y de 
productos de degradación proteicos, con bajas tensiones de oxígeno y bajo pH, 
resultan muy competitivos frente a otras bacterias. Diversas cepas seleccionadas se 
emplean en la industria alimentaria como cultivos iniciadores o estárter, por ejemplo en 
productos lácteos y embutidos. Otras cepas son capaces de producir bacteriocinas, 
pudiendo emplearse así como bioconservantes. Además algunas bacterias lácticas 
pueden verse implicadas en alteraciones de los alimentos. Así por ejemplo, en carne 
las bacterias lácticas constituyen una muy pequeña proporción de la microbiota 
alterante presente inicialmente, pero pueden convertirse en la microbiota 
predominante en productos cocidos y en productos envasados al vacío o en 
atmósferas modificadas (Pierson et al., 1970). Son capaces de degradar la glucosa 
generando ácido láctico y ácidos grasos volátiles, y una vez agotada la glucosa 
pueden degradar aminoácidos generando compuestos azufrados volátiles y aminas, 
dando así lugar a olores y sabores ácidos, agrios o rancios, exudado, limosidad, 
acidificación e hinchamiento de envases por producción de gas (Gill & Newton, 1977; 
Labadie, 1999). 
 
2.2- Bacterias patógenas en alimentos. 
Cuando lo que se ve afectado es la seguridad higiénico-sanitaria de un 
producto, independientemente de que se vean afectadas o no sus características 
organolépticas, se habla de enfermedades transmitidas o vehiculadas por alimentos. 
Éstas habitualmente se clasifican como infecciones o intoxicaciones alimentarias, 
aunque la distinción es en ocasiones imperfecta. Las infecciones alimentarias implican 
la presencia de microorganismos viables en el alimento en el momento de su 
consumo, y es tras la colonización y crecimiento en el organismo del hospedador 
cuando se desarrolla el proceso patológico. Las intoxicaciones alimentarias implican la 
presencia de sustancias tóxicas (toxinas bacterianas) en el alimento, las cuales son 
producidas por microorganismos que pueden o no estar presentes en el alimento en el 
momento de su consumo. A continuación se describen más en detalle las principales 
bacterias causantes de toxiinfecciones alimentarias. 
 
2.2.1- Listeria monocytogenes. 
 El género Listeria pertenece a la familia Listeriaceae, clase Bacilli, orden 
Bacillales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). L. monocytogenes es la única 
especie implicada en patología humana, e incluye bacilos cortos o cocobacilos, a 
veces algo curvados, gram positivos (aunque los cultivos viejos se tiñen mal), no 
esporulados, no encapsulados, anaerobios facultativos, con flagelos peritricos, móviles 
a 22-28 ºC pero inmóviles a 37 ºC. Son parcialmente hemolíticos, fermentan la glucosa 
y son fermentadores variables de otros azúcares, produciendo ácidos pero no gas ni 
sulfhídrico. Su temperatura óptima de crecimiento es de 30-37 ºC, pero pueden crecer 
en un rango de temperaturas entre 0.4 y 45 ºC. Pueden crecer en un amplio rango de 
pH entre 4.5 y 9.2,  el valor limitante de actividad de agua para su crecimiento es de 
0.93, soportan la congelación y toleran altas concentraciones de sal (hasta un 25%). 
Entre sus factores de virulencia se encuentran los antígenos somáticos (O) y 
flagelares (H), las betahemolisinas citolíticas (listeriolisinas) y su capacidad lipolítica, 
siendo además capaz de crecer en el interior de las células fagocíticas 
mononucleares, escapando al sistema inmune del hospedador.  
 Es un microorganismo saprófito ubicuo, ampliamente distribuido en la 
naturaleza, como en suelo, aguas, vegetales, materia orgánica y animales, y puede 
formar parte de la microbiota intestinal normal de hasta un 10% de la población. Puede 
contaminar una amplia variedad de alimentos como leche y lácteos, vegetales, carne y 
productos cárnicos, pescados, mariscos y ovoproductos, tanto frescos como 
procesados y RTE, dando lugar a la listeriosis. La dosis infectiva en alimentos es de 
103-105 ufc/g, y son especialmente susceptibles los bebés, individuos 
inmunocomprometidos, ancianos y mujeres embarazadas. En adultos puede cursar de 
forma intestinal casi asintomática o pseudogripal, pero también puede dar lugar a otros 
procesos como meningitis, encefalitis, endocarditis, trastornos respiratorios y 
septicemia, con una mortalidad de hasta un 30%. En embarazadas puede cursar como 
un cuadro pseudogripal, que si no se trata desemboca en amnionitis, infección fetal y 
granulomatosis infantiséptica, dando lugar a abortos, mortinatos y partos prematuros 
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de neonatos infectados, constituyendo un proceso muy grave con una mortalidad fetal 
ó neonatal próxima al 100%. También se han descrito casos de listeriosis localizadas 
en personas con estrecho contacto con animales (veterinarios, personal de matadero y 
ganaderos), produciéndose afecciones localizadas cutáneas y oculares (Roberts et al., 
1996). 
 
2.2.2- Salmonella. 
 El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Este género se divide en dos especies que son S. enterica, con seis 
subespecies, y S. bongori, con una sola subespecie (Brenner et al., 2000). La 
subespecie enterica de Salmonella enterica incluye 1454 serotipos responsables del 
80% de los casos de enfermedades transmitidas por alimentos. Esta subespecie 
engloba bacilos gram negativos, aerobios y anaerobios facultativos, móviles con 
flagelos peritricos (excepto S. gallinarum y S. pullorum), no esporulados, y algunos 
serotipos presentan cápsula. Reducen los nitratos y fermentan azúcares, aunque no la 
lactosa, produciendo ácidos, gas y sulfhídrico. Su temperatura óptima de crecimiento 
es de 35-43 ºC, pero pueden crecer en un rango de 5 a 47 ºC. Su pH óptimo varía es 
de 7.0-7.5 pero pueden crecer en un rango entre 3.8 y 9.0, y su valor limitante de 
actividad de agua es 0.94. Entre sus factores de virulencia se encuentran el antígeno 
somático (O) de la pared bacteriana, el antígeno flagelar (H), el antígeno Vi o antígeno 
capsular termolábil, citotoxinas responsables de necrosis local y una enterotoxina, 
similar a la toxina colérica, causante de enteritis y diarrea.  
 Son patógenos ubicuos, presentes en el suelo, agua, y tracto gastrointestinal 
de hombre y animales como comensal o patógeno (Roberts et al., 1996). Los 
principales alimentos implicados en casos de infección por Salmonella son huevos, 
ovoproductos y carne fresca de aves y cerdo, además de otros alimentos como 
productos cárnicos, moluscos, crustáceos, frutas y hortalizas, y productos RTE (EFSA, 
2011). La salmonelosis está causada por la ingestión de alimentos en los que el 
microorganismo se ha multiplicado. La dosis mínima infectiva varía entre 20 y 109 ufc/g 
según el serotipo, alimento y huésped, y da lugar a las fiebres tifoideas y paratíficas. El 
cuadro clínico cursa con fiebre entérica, gastroenteritis y bacteriemia. La 
sintomatología aparece a las 12-48 horas tras la ingesta, y cursa con naúseas, 
vómitos, diarrea y dolor cólico abdominal. El proceso suele remitir en una semana, 
pero pueden aparecer complicaciones extraintestinales como meningitis, pericarditis, 
osteomielitis, neumonía, cistitis y septicemia. Pueden aparecer también portadores 
asintomáticos, sanos pero importantes desde el punto de vista de la diseminación del 
microorganismo (Pascual Anderson, 1989).   
2.2.3- Staphylococcus aureus. 
 El género Staphylococcus pertenece a la familia Staphylococcaceae, clase 
Bacilli, orden Bacillales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). S. aureus es la 
especie más virulenta, y además de infecciones sistémicas y locales, como abscesos, 
infecciones cutáneas y de heridas, necrolisis epidérmica tóxica, síndrome del shock 
tóxico y enterocolitis necrotizante del recién nacido, puede ocasionar la intoxicación 
alimentaria estafilocócica (Jablonski & Bohach, 1997). Esta especie incluye cocos 
gram positivos, que se agrupan formando racimos, no esporulados, inmóviles, no 
flagelados, aerobios y anaerobios facultativos, y algunas cepas presentan cápsulas 
viscosas. Reducen los nitratos y fermentan azúcares, produciendo ácidos. Su 
temperatura óptima de crecimiento es de 30-37 ºC, pero pueden crecer en un rango 
entre 6 y 46 ºC. Pueden crecer en un rango de pH entre 4.2 y 10, siendo su pH óptimo 
7.0-7.5, y en un rango de actividad de agua de 0.83 a 0.99, soportando bien la 
desecación así como altas concentraciones de sal (hasta un 10%). Su nombre se debe 
al pigmento amarillo, no difusible y de naturaleza carotenoide, que se produce bajo 
ciertas condiciones como aerobiosis y crecimiento sobre medios sólidos o semisólidos. 
Entre sus factores de virulencia se encuentran las hemolisinas o enterotoxinas 
termolábiles (alfa, beta, gamma y delta), la exotoxina exfoliativa o epidermolítica o 
exfoliatina, las leucocidinas citotóxicas, las exotoxinas pirógenas e inmunosupresoras, 
las coagulasas o globulinas exocelulares, las fibrinolisinas o estafiloquinasas 
proteolíticas, las hidrolasas (hialuronidasas, fosfatasas, lipasas, penicilasas y 
nucleasas), y las enterotoxinas (B, C1, C2, C3, D, E, F, G y H) que son exotoxinas 
proteicas hidrosolubles, resistentes a proteasas, y muy termorresistentes. Éstas son 
las responsables de la toxiinfección y de los cuadros de enterocolitis, se absorben a 
nivel intestinal y son potentes inductores de la síntesis de citoquinas, actuando como 
neurotoxinas y desencadenando el cuadro emético y dolor abdominal por estimulación 
de los nervios simpático y vago, y del centro emético.  
 S. aureus es ubicuo en la naturaleza y puede estar presente en aire, polvo y 
suelo, siendo muy resistente a las condiciones medioambientales aunque es un mal 
competidor con otros microorganismos. Forma parte de la microbiota habitual de piel, 
mucosas, nasofaringe y amígdalas, de hombre y animales, de tal modo que entre un 
30 y 60% de la población sana es portadora de este microorganismo. Es un 
contaminante habitual de la carne y leche. Los alimentos más frecuentemente 
implicados son aquéllos donde existe escasa microbiota competidora, como productos 
cocidos o cocinados y curados, o bien productos mal manipulados o mal refrigerados. 
La intoxicación alimentaria se debe a la presencia en el alimento de las enterotoxinas, 
independientemente de si en el momento del consumo del alimento el microorganismo 
es viable o no. Cantidades de 1 µg de toxina ingerida son ya capaces de 
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desencadenar el cuadro clínico. La sintomatología suele aparecer tras un periodo de 
incubación de entre 30 minutos y 8 horas tras la ingesta del alimento contaminado. 
Aparecen nauseas, vómitos, diarrea y dolor cólico abdominal, pero suele remitir en 24-
72 horas. 
 
2.2.4- Escherichia coli. 
 El género Escherichia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). La especie E. coli incluye bacilos gram negativos, móviles, con flagelos 
peritricos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados, que pueden presentar 
cápsula, muy resistentes a la temperatura y a los agentes externos. Pueden crecer a 
pH entre 4.4 y 10, y en medios con valores mínimos de actividad de agua de 0.95. 
Fermentan azúcares, produciendo ácidos y gas pero no sulfhídrico (Pascual Anderson, 
1989). Son microorganismos ubicuos, muy resistentes a las condiciones medio 
ambientales, que forman parte de la microbiota intestinal de hombre y mamíferos, 
pudiendo así contaminar agua, suelo, alimentos y vegetales, y siendo por tanto un 
indicador de contaminación fecal. Sus principales reservorios son vacuno, ovino, 
porcino y aves, en los que puede actuar como comensal no patógeno. Presenta una 
gran variabilidad antigénica y muchos de sus serotipos son apatógenos, pero otros 
como E. coli O157:H7, O121, O104:H21, O26:H11, O103:H3 y O113:H21, son 
responsables de infecciones y cuadros entéricos y diarreicos. Entre sus factores de 
virulencia se encuentran los antígenos somáticos (O), flagelares (H) y capsulares (K), 
y las fimbrias y adhesinas, además de otros factores, a continuación descritos, que 
determinan su patogenicidad y cuadro clínico: 
- Plásmidos que incrementan su capacidad de invasión -> cepas de E. coli 
enteroinvasivas (ECEI). Son causantes, en humanos, de un cuadro invasivo 
intestinal similar al de Shigella, con una fagocitosis dirigida en las células de la 
mucosa del colon, diarrea mucosa-sanguinolenta, fiebre, nauseas y vómitos. 
- Enterotoxina citotóxica similar a Shigella -> cepas de E. coli enteropatógenas 
(ECEP). Son causantes de cuadros diarreicos en niños y lactantes, 
principalmente en paises poco desarrollados y tropicales (Cleary et al., 1985). 
- Enterotoxinas y cuadro clínico similares a Vibrio cholerae -> cepas de E. coli 
enterotoxigénicas (ECET). Son causantes de procesos diarreicos en humanos 
y  otros mamíferos. Suelen cursar de forma autolimitante, como la “diarrea del 
viajero”, aunque en niños e individuos inmunocomprometidos pueden dar lugar 
a cuadros graves similares al cólera. Están implicadas dos toxinas, una 
enterotoxina termolábil (LT) y una toxina termoestable (ST). 
- Enterotoxina citotóxica similar a Shigella dysenteriae -> cepas de E. coli 
enterohemorrágicas (ECEH) o verocitotoxigénicas (ECVT), como el serotipo 
O157:H7. Estas cepas poseen un plásmido que codifica para las verotoxinas o 
toxinas tipo shiga (SLT -> shiga-like toxins) que actúan a nivel del colon. Afecta 
a hombre y animales, y desencadena un proceso diarreico grave, de tipo 
hemorrágico. Cursa con una colitis hemorrágica que puede desembocar en un 
síndrome urémico hemolítico o una púrpura trombocitopénica. 
- Hemolisinas, enterotoxina termolábil (LT) y fimbrias -> cepas de E. coli 
enteroagregativas (EAEC). Afecta sólo a humanos, colonizando la mucosa 
intestinal y dando lugar a un cuadro de diarrea acuosa profusa, sin fiebre. 
Existen distintas cepas y serotipos de E. coli causantes de infecciones en hombre y 
mamíferos, transmitidas principalmente por vía fecal-oral. E. coli O157:H7 es el 
principal representante de las cepas de E. coli ECEP y es un patógeno emergente 
causante de toxiinfecciones alimentarias. Su dosis infectiva es de tan solo 100 ó 200 
microorganismos, mientras que para las otras cepas de E. coli se requieren más de 
105 ufc/g de alimento. La mayor parte de los brotes se deben al consumo de leche 
cruda y carne de vacuno insuficientemente cocinada, pero también pueden verse 
implicadas leches incorrectamente pasteurizadas, aguas, vegetales, frutas y otras 
carnes insuficientemente cocinadas.  
 
2.2.5- Campylobacter. 
 El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteraceae, clase 
Epsilonproteobacteria, orden Campylobacterales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007), siendo C. jejuni y C. coli las principales especies implicadas en procesos 
entéricos en humanos. Este género incluye bacilos pequeños, gram negativos, 
incurvados o vibrioides, microaerófilos, móviles con un desplazamiento en espiral muy 
característico y un flagelo polar en uno o en sus dos extremos, no esporulados, y que 
pueden presentar cápsula. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre 25 y 42 
ºC, y son muy sensibles al pH, actividad de agua y desecación, oxígeno, temperatura y 
agentes químicos como el cloro y ácidos. Su actividad bioquímica es extremadamente 
lenta y su metabolismo es estrictamente respiratorio, de modo que no fermentan 
azúcares sino que utilizan como fuente de energía y de carbono aminoácidos y ácidos 
tricarboxílicos (Pascual Anderson, 1989).  
 Campylobacter es un microorganismo ubicuo, presente en medios acuáticos y 
suelos, y es además comensal del tracto gastrointestinal de animales salvajes y 
domésticos, siendo sus principales reservorios vacuno, ovino, porcino, roedores, aves, 
perros y gatos, así como humanos (por ejemplo puede estar implicado en el síndrome 
de Reiters en humanos). Puede contaminar fácilmente alimentos como carne 
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(especialmente pollo y otras aves), leche, frutas y vegetales, pescados y moluscos, y 
la superficie de huevos, y su dosis infectiva es baja, de unos 500 microorganismos 
ingeridos ó 2-3 ufc/g de alimento. En la Unión Europea la incidencia de brotes por 
Campylobacter ha seguido una tendencia creciente desde el año 2005, alcanzando en 
2009 una incidencia superior a Salmonella, con 198.252 casos declarados frente a los 
108.614 de Salmonella (EFSA, 2011). C. jejuni es el responsable del 90% de las 
infecciones humanas y C. coli del 10% restante. Al alcanzar el intestino, el 
microorganismo se multiplica y coloniza la mucosa de forma similar a Shigella, 
llegando a invadir la lámina propia de colon e intestino delgado y desencadenando una 
enterocolitis inespecífica que puede llegar a ulceración de la mucosa intestinal. El 
cuadro clínico cursa con fiebre, dolor abdominal y diarrea profusa que puede llegar a 
ser sanguinolenta por ulceración de la mucosa. El periodo de incubación es de 2 a 5 
días, y el cuadro diarreico suele durar entre 2 y 3 días, pero pueden aparecer 
complicaciones como apendicitis, peritonitis, colecistitis y artritis, e incluso puede 
inducir un síndrome de Guillain-Barré o polineuropatía inflamatoria desmielinizante con 
parálisis flácida ascendente (Roberts, 1996). 
 
2.2.6- Yersinia enterocolitica. 
 El género Yersinia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007), siendo Y. enterocolitica, Y. pestis y Y. pseudotuberculosis los principales 
patógenos en humanos de este género, causantes de gastroenteritis, peste y adenitis 
mesentérica respectivamente. La especie Y. enterocolitica engloba bacilos cortos o 
cocobacilos, gram negativos, no esporulados, que pueden presentar cápsula, 
pleomórficos en cultivos en agar, aerobios y anaerobios facultativos, con pilis y 
fimbrias. Son psicrotrofos, resistentes a la congelación, con una temperatura óptima de 
crecimiento de 29 ºC pero pueden crecer en un rango entre -1 y 40 ºC, aunque son 
muy sensibles al calor. Presentan flagelos peritricos, siendo móviles a temperatura 
inferior a 30 ºC pero inmóviles a temperatura superior a 37 ºC. Fermentan azúcares, 
produciendo ácidos pero no gas. Toleran concentraciones de sal de más de un 5 %, 
así como sales biliares y agentes tensoactivos, y pueden crecer en un rango de pH 
entre 4 y 9.  
 Y. enterocolitica es un microorganismo ubicuo, presente en agua, suelo y flora 
intestinal de animales. Su principal reservorio es el cerdo, donde se acantona en 
lengua, tonsilas y ciego, aunque también puede estar presente en roedores, reptiles y 
peces. Puede contaminar cárnicos, principalmente derivados del cerdo, pero también 
de otros animales como aves, pescados y mariscos, así como lácteos, frutas y 
hortalizas. Entre sus factores de virulencia se encuentran los factores capsulares, 
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antifagocitarios y activadores del sistema de complemento, las adhesinas, invasinas y 
fimbrias, la enterotoxina termoestable, muy resistente a la temperatura, congelación y 
pH, el lipopolisacárido de la pared bacteriana, y la endotoxina, de efecto adrenérgico y 
cardiotóxico. Al ingerir alimentos o aguas contaminadas por el microorganismo se 
puede contraer la yersiniosis. La dosis infectiva es alta, de 109 ufc/g de alimento. 
Cuando el microorganismo alcanza el intestino delgado se une a los enterocitos e 
induce su propia fagocitosis, alcanzando las placas de Peyer donde puede 
multiplicarse extracelularmente y alcanzar la lámina propia. El cuadro clínico presenta 
un periodo de incubación entre 1 y 3 semanas, y suele ser asintomático en adultos, 
mientras que en niños e individuos inmunocomprometidos cursa con fiebre, dolor 
abdominal y diarrea que puede llegar a ser hemorrágica. En algunos casos pueden 
aparecer complicaciones como apendicitis, eritema, artritis y septicemia (Robins-
Browne, 1997). 
 
2.2.7- Clostridium botulinum. 
 El género Clostridium pertenece a la familia Clostridiaceae, clase Clostridia, 
orden Clostridiales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). La especie C. botulinum 
incluye bacilos largos, gram positivos, anaerobios estrictos, no encapsulados, móviles, 
con flagelos peritricos, y formadores de esporas termorresistentes, ovales, 
subterminales y deformantes. Fermentan la glucosa y producen sulfhídrico. Su 
temperatura óptima de crecimiento varía entre 25 y 37 ºC, pero pueden crecer en un 
rango de 3 a 48 ºC. Su pH óptimo de crecimiento es 7, pero pueden crecer en un 
rango entre 4.6 y 8. Toleran hasta un 10 % de sal, y el valor de actividad de agua 
mínimo para su crecimiento es 0.93. Son malos competidores con otra microbiota y 
presentan necesidades nutricionales complejas, como aminoácidos específicos, 
factores de crecimiento como tiamina y ácido aminobenzoico, y sales inorgánicas. Son 
productores de potentes neurotoxinas de siete tipos (A, B, C, D, E, F, G) 
serológicamente distintos, en función de las cuales se diferencian distintos subtipos 
dentro de esta especie, aunque hay cepas capaces de producir más de un tipo de 
toxina. C. botulinum subtipos A, B, E y F producen el botulismo humano, los subtipos 
C y D el botulismo animal, y el subtipo G es poco conocido pero se ha aislado del 
suelo y podría estar también implicado en el botulismo humano. La neurotoxina es 
sintetizada por el microorganismo en estado vegetativo y se libera al medio al final de 
la fase exponencial de crecimiento o bien por lisis del microorganismo. Cuando es 
ingerida por vía oral se escinde en sus dos subunidades por la acción de las proteasas 
digestivas, absorbiéndose a nivel intestinal y pasando a la sangre. De este modo la 
subunidad pesada puede alcanzar y unirse a receptores específicos de terminaciones 
nerviosas de nervios motores periféricos, tras lo cual la subunidad ligera pasa al 
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interior celular uniéndose a receptores del interior de la membrana presináptica, 
inhibiendo la liberación de acetilcolina y de otros neurotransmisores. 
 C. botulinum es un microorganismo ubicuo, telúrico, y saprófito fecal de aves y 
mamíferos, siendo el suelo su principal reservorio excepto para el subtipo E, que es 
acuático. Sus esporas son muy resistentes a la temperatura y a las condiciones 
medioambientales, pudiendo permanecer viables varios años. De este modo, el 
microorganismo puede contaminar cualquier alimento de origen animal o vegetal, 
siendo las conservas (especialmente las caseras) los principales productos implicados 
en los brotes de botulismo humano. La acción patógena la ejerce la neurotoxina 
liberada por el microorganismo. Dosis de toxina entre 0.1 y 1 µg pueden ser mortales, 
y es la única toxiinfección alimentaria en la que con que exista una sola persona 
afectada ya se considera un brote. El periodo de incubación varía entre 2 y 36 horas, y 
al principio pueden aparecer síntomas gastrointestinales (como nauseas y vómitos) 
pero rápidamente se manifiesta la sintomatología nerviosa. Ésta cursa con parálisis 
flácida y bilateral de los músculos periféricos, rigidez de cuello, dificultad para hablar y 
deglutir, visión borrosa por midriasis, y puede llegar a producir la muerte por asfixia, 
por parálisis de los músculos respiratorios y del diafragma. Existe además otra 
toxiinfección alimentaria causada por C. botulinum, el botulismo infantil o del lactante, 
que afecta a niños de menos de un año y se produce por la ingesta no de la 
neurotoxina, sino de esporas presentes en el alimento. Las esporas alcanzan el 
intestino delgado y el colon, donde germinan y las células vegetativas se multiplican y 
producen la neurotoxina. Generalmente, suele verse implicada la miel contaminada 
con esporas, y el cuadro clínico cursa con diarrea y parálisis flácida, pudiendo llegar 
también a parálisis respiratoria y muerte por asfixia. 
 
2.2.8- Clostridium perfringens. 
 Esta especie del género Clostridium incluye bacilos gram positivos, rectos y 
grandes, anaerobios estrictos, inmóviles, no flagelados, encapsulados, y productores 
de esporas de tipo subterminal, oval, no deformante y termorresistente. Son altamente 
sacarolíticos, reductores de nitratos, fermentadores de azúcares y productores de 
sulfhídrico. Su temperatura óptima de crecimiento es de 43 a 47 ºC pero pueden 
crecer en un rango entre 15 y 50 ºC, siendo sin embargo muy sensibles al choque 
térmico. Su pH óptimo de crecimiento es 7, pero pueden crecer en un rango entre 5.1 
y 9.7. Toleran hasta un 5-6% de sal, y el valor mínimo de actividad de agua para su 
crecimiento es de 0.93. Al igual que C. botulinum, tiene necesidades nutritivas 
complejas, requiriendo aminoácidos específicos, factores de crecimiento y sales 
inorgánicas. Entre sus factores de virulencia se encuentran los antígenos capsulares, 
la enterotoxina termolábil (que actúa a nivel de intestino delgado, interaccionando con 
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receptores específicos de membrana de las células del extremo distal de las 
vellosidades intestinales, induciendo la alteración de bombas de calcio, sodio y 
potasio, y desencadenando un cuadro diarreico), y las toxinas hemolíticas o necróticas 
( toxina alfa o lecitinasa C o fosfolipasa C - necrótica y hemolítica, la toxina beta - 
necrótica, la toxina delta - hemolítica, la toxina epsilon - necrótica, la toxina zeta - 
hemolítica, la toxina iota - necrótica, y la toxina kappa - con actividad colagenasa y 
necrótica). En función de estas toxinas se distinguen cinco tipos de C. perfringens, que 
son el tipo A (produce toxinas alfa, y a veces zeta y kappa), el tipo B (produce toxinas 
alfa, beta y epsilon), el tipo C (produce toxinas alfa, beta y delta), el tipo D (produce 
toxinas alfa y epsilon) y el tipo E (produce toxinas alfa e iota). Los tipos A y C están 
implicados en toxiinfecciones alimentarias (siendo el A más abundante y el C más 
grave) y en procesos patológicos como la gangrena gaseosa y la enteritis necrotizante, 
respectivamente. El tipo B está implicado en procesos diarreicos en herbívoros, el tipo 
D en procesos enterotoxémicos de vacuno, y el tipo E en la enterotoxemia del ternero. 
 C. perfringens es un microorganismo ubicuo, ampliamente distribuido en la 
naturaleza (especialmente el tipo A), que puede estar presente en suelo, polvo, 
sedimentos acuáticos, insectos y tracto gastrointestinal de hombre y mamíferos, 
siendo el hombre su reservorio más importante. Puede contaminar todo tipo de 
alimentos crudos, así como productos cocinados o procesados debido a su capacidad 
para generar esporas termorresistentes. La toxiinfección se debe a la ingesta de 
alimentos contaminados con el microorganismo, ya sea en forma vegetativa o 
esporulada, siendo su dosis infectiva de 105 ufc/g de alimento. Cuando se ingieren las 
formas vegetativas, éstas pueden esporular al llegar al intestino delgado, produciendo 
entonces la enterotoxina, que se liberará al medio al romperse la célula contenedora 
del endosporo. En el caso de ingesta de esporas, éstas germinarán en intestino 
liberando así la enterotoxina. El periodo de incubación varía entre 8 y 24 horas, y el 
cuadro clínico cursa con nauseas, vómitos, dolor abdominal, gastroenteritis y diarrea 
acuosa espumosa, siendo generalmente un proceso autolimitante. 
 
2.2.9- Bacillus cereus. 
 El género Bacillus pertenece a la familia Bacillaceae, clase Bacilli, orden 
Bacillales, phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007). La especie B. cereus incluye 
bacilos grandes, gram positivos, aerobios y anaerobios facultativos, móviles, con 
flagelos peritricos, hemolíticos y formadores de endosporos termorresistentes de tipo 
oval, central o subcentral y no deformante. Son reductores de nitratos y fermentan 
azúcares, aunque no pentosas ni azúcares-alcoholes, y no producen gas. Su 
temperatura óptima de crecimiento varía entre 30 y 37 ºC, pero pueden crecer en un 
rango de 5 a 55 ºC. Requieren para su multiplicación una actividad de agua mínima de 
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0.93, toleran un rango de pH entre 4.5 y 9.3, y hasta un 9 % de sal (Priest, 2008). 
Entre sus factores de virulencia se encuentran los antígenos flagelares (H), las 
proteasas, las fosfolipasas, las hemolisinas o cereolisinas, y las enterotoxinas que son 
exotoxinas secretadas por el microorganismo durante la fase exponencial de 
crecimiento (Drobniewski, 1993). Éstas pueden ser de dos tipos, dando así lugar a dos 
formas clínicas de toxiinfección, la exotoxina emética (que es un péptido cíclico, 
termoestable y resistente a pH extremo, producido por B. cereus durante su 
multiplicación sobre el alimento) y la toxina diarreica (de naturaleza proteica, termolábil 
y susceptible a la degradación por proteasas digestivas, y secretada por el 
microorganismo durante su multiplicación en el intestino). Todos estos factores unidos 
a la ubicuidad del microorganismo hacen que pueda estar implicado en diversos 
procesos patológicos, como infecciones cutáneas, de heridas, oculares y respiratorias, 
meningitis, endocarditis y septicemia, además de la toxiinfección con sus dos formas 
de manifestación clínica que se verán a continuación. 
 B. cereus es un microorganismo ubicuo saprófito, presente en suelo, polvo, 
sedimentos y aguas. Su ubicuidad y su capacidad para formar esporas 
termorresistentes hacen que pueda contaminar todo tipo de alimentos y sobrevivir al 
cocinado o procesado. En el síndrome emético suelen estar implicados principalmente 
alimentos ricos en almidón, como arroz, patatas y pasta, y por estos se le denomina 
“intoxicación de los restaurantes chinos”, mientras que en el síndrome diarreico suelen 
estar implicados productos cárnicos, lácteos, vegetales y RTE, sobre todo mal 
procesados o mal refrigerados. En ambos casos la dosis infectiva es alta, entre 105 y 
108 ufc/g de alimento. La forma o síndrome emético presenta una sintomatología 
similar a la causada por S. aureus, con un periodo de incubación entre 0.5 y 5 horas, 
pudiendo aparecer un cuadro diarreico pero predominando las nauseas y vómitos. La 
forma diarreica es similar a la causada por C. perfringens, con un periodo de 
incubación entre 8 y 16 horas, pudiendo aparecer nauseas pero predominando el 
cuadro entérico, con diarrea acuosa profusa, tenesmo rectal y dolor abdominal. En 
ambas formas el proceso suele ser autolimitante y resolverse en menos de dos días 
(Kramer & Gilbert, 1989). 
 
2.2.10- Shigella. 
 El género Shigella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 
2007). Incluye cuatro especies o serogrupos, S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. 
sonnei, que pueden causar disentería bacilar y toxiinfección, pero son S. sonnei y en 
menor grado S. flexneri las principales implicadas en la shigelosis. Son bacilos rectos, 
gram negativos, inmóviles, no flagelados, no esporulados, que pueden presentar 
cápsula, aerobios y anaerobios facultativos, y muy poco sacarolíticos. Utilizan el 
acetato como fuente de carbono, fermentan azúcares, aunque no la lactosa, y no 
producen gas ni sulfhídrico. Su temperatura óptima de crecimiento son 37 ºC pero 
pueden crecer en un rango entre 7 y 46 ºC, y a un pH entre 5.5 y 7.0. Son muy 
sensibles a la temperatura y a la congelación, así como a los ácidos, sales biliares, 
desecación, agentes tenso-activos, nitritos e irradiación, de modo que su crecimiento y 
la colonización de superficies, agua y alimentos se ve favorecida por mala higiene e 
incorrecta manipulación. Entre sus factores de virulencia se encuentran el antígeno 
somático (O), el antígeno capsular (K), las mucinasas, las integrinas y adhesinas, las 
proteínas Ipa y plásmidos implicados en la invasión y fagocitosis dirigida, y la 
endotoxina Shiga o Shiga toxina (Niyogi, 2005). Esta toxina es de naturaleza 
glucolipoproteica y es sintetizada por el microorganismo durante la fase exponencial 
de crecimiento, liberándose al medio tras la lisis microbiana. Consta de dos 
subunidades: la subunidad A es lipopolisacarídica, y en el interior de la célula 
hospedadora se escinde en dos fracciones (A1 y A2), y la subunidad B es polipeptídica 
y pentamérica. Tiene efecto citotóxico, enterotóxico, neurotóxico, e inhibidor de la 
síntesis proteica y de la división celular. 
 Es un microorganismo saprófito ubicuo, presente en agua, suelo y sedimentos, 
aunque es mal competidor y poco resistente a los agentes medioambientales. Su 
transmisión es principalmente fecal-oral, su único reservorio es el hombre y otros 
primates. Los insectos pueden actuar como vectores, especialmente la mosca 
doméstica. Puede contaminar cualquier tipo de alimento crudo, como lácteos, frutas y 
verduras, así como alimentos preparados y después manipulados por personas 
infectadas, o aguas de bebida o recreativas (como piscinas y parques acuáticos). La 
dosis infectiva es de tan sólo 100 microorganismos ingeridos, y el periodo de 
incubación varía entre 1 y 7 días. El microorganismo ingresa por vía oral y alcanza 
ileon y colon, induciendo inflamación, ulceración y necrosis de la mucosa. 
Posteriormente es capaz de atravesar la mucosa intestinal alcanzando la lámina basal 
y las placas de Peyer por la acción de mucinasas, en el interior de macrófagos y de 
células polimorfonucleares, así como por colonización y destrucción de las células 
epiteliales. Finalmente, ingresa en las células epiteliales por macropinocitosis y se 
replica en el citosol induciendo la apoptosis celular (Jennison & Verma, 2004). El 
cuadro clínico cursa con una colitis inflamatoria, fiebre, anorexia, dolor abdominal y 
diarrea acuosa profusa que puede evolucionar a mucosa y sanguinolenta, y tenesmo 
rectal. Generalmente es un proceso autolimitante que se resuelve en 5-7 días, pero el 
individuo queda como reservorio pudiendo eliminar el microorganismo en heces 
durante largo tiempo, de semanas a meses. Pueden además darse complicaciones, 
principalmente en niños e inmunocomprometidos, apareciendo procesos como 
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megacolon tóxico y perforación intestinal, síndrome urémico hemolítico, septicemia y 
síndrome de Reiters con artritis inflamatoria reactiva por acantonamiento del 
microorganismo en articulaciones (Niyogi, 2005). 
 
2.2.11- Vibrio cholerae. 
 El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae, clase 
Gammaproteobacteria, orden Vibrionales, phylum Proteobacteria (Garrity et al., 2007). 
Este género incluye más de 35 especies, la mayor parte de las cuales son de origen 
acuático siendo patógenos de peces y de otros animales acuáticos. V. cholerae es la 
especie más importante ya que es el agente causal del cólera, junto con V. 
parahaemolyticus y V. vulnificus  que pueden ocasionar gastroenteritis en humanos 
por el consumo de pescados y mariscos contaminados (Borrego et al., 1996). Vibrio 
cholerae incluye dos biotipos que son el biotipo clásico y el biotipo El Tor, siendo el 
primero más virulento y el segundo más resistente a las condiciones 
medioambientales. Esta especie engloba a bacilos pequeños, ligeramente curvados, 
gram negativos, móviles, con un flagelo polar, no esporulados, no encapsulados, 
aerobios o anaerobios facultativos, con un metabolismo fermentativo, capaces de 
degradar azúcares sin producir gas. Su temperatura óptima de crecimiento varía entre 
30 y 37 ºC, pero pueden crecer en un rango entre 16 y 42 ºC. Soportan altas 
concentraciones de sal, y su pH óptimo oscila entre 7.4 y 9.6 pero pueden crecer en 
un rango de 6.8 a 10.2. Presentan una gran diversidad de factores de virulencia como 
las adhesinas, fimbrias, lecitinas y antígenos flagelares (H), los antígenos somáticos 
(O) pirógenos, las hemolisinas (en el biotipo El Tor), las neuraminidasas, y la toxina 
colérica, que es una exoenterotoxina de naturaleza glucolipopolipeptídica, formada por 
dos subunidades. 
 V. cholerae es un microorganismo ubicuo, presente en agua y materia 
orgánica. Es causante del cólera, que se contrae principalmente por la ingesta de 
aguas o alimentos contaminados, como vegetales regados con aguas fecales o 
contaminadas. La bacteria ingerida por vía oral llega al intestino, donde se multiplica y 
libera la enterotoxina. El periodo de incubación varía entre 1 y 5 días, apareciendo 
bruscamente los síntomas que incluyen vómitos, dolor abdominal y diarrea aguda muy 
intensa. Los enfermos de cólera eliminan por vía fecal entre 106 y 108 ufc/g, pudiendo 
contaminar agua, suelos, utensilios y alimentos. Las moscas y otros insectos pueden 
actuar como vehículo de difusión. Existen portadores asintomáticos y cuadros leves 
pero importantes desde el punto de vista de la diseminación del microorganismo. 
Además V. cholerae puede dar lugar a infecciones extraintestinales, como abscesos, 
infecciones óticas y biliares, y septicemia. 
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3- TECNOLOGÍAS DE CONSERVACIÓN DE LOS ALIMENTOS 
El Código Alimentario Español define alimento conservado como aquél “que 
después de haber sido sometido a tratamientos apropiados, se mantiene en las 
debidas condiciones higiénico sanitarias para el consumo durante un tiempo variable” 
(RD 2484/1967). En general, para la conservación e higienización de los alimentos 
existen distintas tecnologías que pueden clasificarse en dos grandes grupos: 
- Tecnologías convencionales 
- Tecnologías alternativas o emergentes 
 
3.1 - Tecnologías convencionales. 
 Incluyen a su vez muy diversos métodos o técnicas, como: 
 
3.1.1- Tecnologías basadas en la separación de los microorganismos. 
Son técnicas que consisten en separar a los microorganismos del alimento, 
como la decantación, filtración o centrifugación. Su aplicación en la industria 
alimentaria es muy limitada. 
 
3.1.2- Tecnologías basadas en la inhibición de la actividad metabólica. 
Incluyen técnicas que persiguen el descenso de la actividad de agua (como la 
deshidratación o adición de solutos), el descenso de la temperatura (como 
refrigeración y congelación), el descenso del potencial redox (como el envasado a 
vacío o en atmósferas modificadas o controladas), el descenso del pH (como la 
fermentación o la adición de acidificantes), y la inhibición química de la multiplicación 
microbiana (por la adición de agentes bacteriostáticos o conservantes químicos 
tradicionales). A continuación se describen un poco más en detalle estas técnicas: 
 
3.1.2.1- Deshidratación. 
 Se basa en la inhibición del crecimiento microbiano mediante la eliminación del 
agua disponible en el alimento, gracias a técnicas como el secado, deshidratación, y 
liofilización, e incluye la salazón (en seco y en salmuera), la aplicación de aire caliente, 
el ahumado y la extrusión. Al eliminar el agua del alimento se ven concentrados los 
solutos, lo que inhibe a la mayor parte de las bacterias que requieren valores mínimos 
de actividad de agua entre 0.88 y 0.91. Sin embargo, las esporas microbianas 
sobreviven a esta tecnología. 
 
3.1.2.2- Refrigeración. 
Consiste en el mantenimiento del alimento a baja temperatura pero siempre por 
encima del punto de congelación, usando por tanto temperaturas entre  -2 y 16 ºC. Al 
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reducir la temperatura disminuye la velocidad de las reacciones químicas y el estado 
de fluidez de los lípidos de la membrana celular. Sin embargo a estas temperaturas 
pueden crecer microorganismos psicrófilos y psicrotrofos, por lo que si la población 
inicial de estos microorganismos es alta, el alimento se alterará rápidamente. Según el 
tipo de alimento permite alargar la vida útil de unos días hasta semanas. 
 
3.1.2.3- Congelación. 
Consiste en la bajada de la temperatura del alimento hasta al menos -18 ºC y 
requiere posteriormente de su mantenimiento o almacenamiento a esta temperatura o 
más baja. Con este proceso, al congelar el agua del alimento se ve reducida la 
actividad de agua, por lo que muy pocos microorganismos pueden crecer 
(generalmente mohos) y disminuye además la actividad de algunas enzimas y la 
velocidad de las reacciones químicas. Sin embargo, algunas formas vegetativas, así 
como las esporas microbianas, sobreviven a la congelación. Permite una conservación 
de los alimentos durante largos periodos de tiempo. 
 
3.1.2.4- Envasado en atmósferas protectoras. 
 Incluye distintos tipos de envasado de los alimentos, entre los que se 
encuentran: 
- El envasado a vacío. Implica sencillamente la eliminación del aire dentro del 
envase en el que se encuentra el alimento, sin que sea reemplazado por otro 
gas, y suele dejar una presión residual de unos 10 mm Hg. Se emplea en muy 
diversos productos, como carnes frescas o curadas, quesos, etc. Su principal 
limitación es que la aplicación de vacío puede provocar la deformación del 
producto. Además, al continuar las actividades respiratorias de los tejidos del 
producto (como por ejemplo en la carne y vegetales) durante el 
almacenamiento, se va a ir produciendo un aumento de la concentración de 
dióxido de carbono y de vapor de agua en el interior del envase, produciéndose  
un cambio de color (pardeamiento) y la acumulación de exudado. 
- El envasado en “atmósfera controlada”  (CAP). Implica que la composición del 
gas que rodea al alimento se mantiene constante a lo largo de un cierto tiempo 
mediante un control continuado y renovación continua de la mezcla de gases. 
Por el contrario, en el envasado en “atmósfera modificada” (MAP) la 
composición de gases que rodea al alimento se ajusta al principio del 
almacenamiento, generalmente en el momento de envasar el alimento, y no se 
vuelve a controlar o ajustar. Mediante CAP y MAP se controlan las reacciones 
químicas, enzimáticas y microbianas, minimizando la degradación o alteración 
durante el almacenamiento del producto. Para las atmósferas protectoras se 
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utilizan principalmente tres gases: oxígeno, nitrógeno y dióxido de carbono. El 
nitrógeno es un gas inerte, inodoro, incoloro, insípido, muy poco soluble en 
agua y grasas, y se utiliza para sustituir el aire en el interior del envase, 
actuando como gas de relleno (evitando el colapso del envase) y evitando 
problemas oxidativos y de crecimiento de microorganismos aerobios. El dióxido 
de carbono es un gas inodoro e incoloro, soluble en agua y grasas, y se usa 
por su capacidad fungiestática y bacteriostática. El oxígeno favorece el 
crecimiento de microorganismos aerobios y el enranciamiento de ciertos 
productos, pero en algunos casos es necesaria su presencia para mantener el 
color adecuado del producto, por ejemplo en carnes frescas. Otros gases que 
también están permitidos para el envasado en atmósfera protectora son el 
argón, helio, óxido nitroso e hidrógeno (RD 142/2002). 
 
3.1.2.5- Conservantes químicos tradicionales. 
 Se considera como conservante a aquella sustancia química capaz de retardar 
o evitar el crecimiento de microorganismos, previniendo procesos de fermentación, 
acidificación o descomposición, que causan deterioro en las propiedades 
organolépticas y/o el valor nutritivo del alimento (Surekha & Reddy, 1999). Se incluyen 
aquí muy diversos compuestos como: 
- Ácidos orgánicos y sus ésteres. Su principal efecto sobre los microorganismos 
se debe a su acción sobre la membrana, alterando su permeabilidad y 
transporte de metabolitos, sin embargo en general sólo tienen actividad a pH 
por debajo de 5.5 (Abee & Wouters, 1999). Incluyen compuestos como el ácido 
sórbico y sorbatos, ácido benzoico y benzoatos, ácido acético y acetatos, ácido 
láctico y lactatos, y ésteres de sacarosa de ácidos grasos de larga cadena. 
- Nitritos. Se pueden usar en forma ácida o sus sales, en productos cárnicos 
curados. Son más efectivos a bajo pH. Su concentración está limitada a 150 
ppm para la mayoría de productos (CE 2/95). Para actuar deben degradarse en 
sus correspondientes ácidos y óxidos, los cuales se unen a los grupos amino 
del sistema de las deshidrogenasas inhibiéndolas, e inhiben también a los 
citocromos y enzimas con grupos sulfhidrilo. Inhibe a alterantes y patógenos, 
incluido el Clostridium botulinum, y además confiere a los productos curados su 
color y sabor típico. Sin embargo existen problemas de toxicidad a corto y largo 
plazo. A corto plazo existe el problema de metaglobinemia, en la que se 
produce oxidación del ión ferroso de la hemoglobina y pasa a ión férrico, por lo 
que la hemoglobina se transforma en metahemoglobina, que pierde capacidad 
para fijar el oxígeno, y se ve impedida la correcta oxigenación de los tejidos del 
organismo. En condiciones normales, la metahemoglobina no supera el 1-2% 
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gracias a la metahemoglobín-reductasa. Sin embargo, en lactantes y ciertas 
patologías está enzima no está activa y no puede reducir los niveles de 
metaHb. A largo plazo, existe el problema de las nitrosaminas. Éstas son 
aminas volátiles que se originan durante el tratamiento térmico y/o el 
almacenamiento de los productos. Se forman a partir del radical nitrilo 
procedente de los nitritos, al reaccionar con aminas secundarias. Son 
compuestos tóxicos, mutagénicos y cancerígenos. 
- Polifosfatos. Son derivados de fosfatos, como el pirofosfato sódico o 
tetrasódico, tripolifosfato sódico, tetrapolifosfato sódico, hexametafosfato sódico 
y fosfato trisódico. 
- Cloruro sódico. Ejerce un efecto osmótico inhibitorio sobre los microorganismos 
excepto sobre halotolerantes. Eleva la presión osmótica del medio y disminuye 
la actividad de agua del alimento. 
  
3.1.3- Tecnologías basadas en la inactivación microbiana y enzimática. 
 La técnica más usada es la aplicación de calor, pero su principal inconveniente 
es su inespecificidad, pues la temperatura no sólo afecta a los agentes de alteración 
(como microorganismos o enzimas) sino también a las propiedades sensoriales y valor 
nutritivo de los alimentos. Entre los distintos sistemas de tratamiento por calor se 
encuentran: 
 
3.1.3.1- Escaldado. 
 Es un tratamiento térmico suave que somete al producto a una temperatura 
inferior a 100 ºC durante un tiempo más o menos largo. Se aplica antes del procesado, 
principalmente para destruir la actividad enzimática de frutas y verduras. En la 
conservación de hortalizas permite fijar su color y disminuir su volumen antes de la 
congelación, inactivando enzimas que podrían degradarlas durante su conservación. 
Permite además reducir el número de microorganismos contaminantes, principalmente 
mohos, levaduras y formas vegetativas bacterianas de la superficie de los alimentos. 
No es en sí un tratamiento de conservación, pero contribuye al efecto conservador de 
operaciones posteriores. 
 
3.1.3.2- Pasteurización 
 Es un tratamiento térmico relativamente suave (con temperaturas inferiores o 
iguales a 100 ºC) que se utiliza para prolongar la vida útil de los alimentos, ya que 
destruye a la mayoría de las formas vegetativas pero no las esporas. Se considera 
pasteurización alta el tratamiento con alta temperatura (72 ºC) durante un corto 
periodo de tiempo (15 seg), y pasteurización baja el tratamiento con baja temperatura 
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(63 ºC) durante un periodo más largo de tiempo (30 min). La pasteurización inactiva 
enzimas y destruye microorganismos sensibles a la temperatura (mohos, levaduras y 
bacterias no esporuladas), provocando cambios mínimos en el valor nutritivo y 
características organolépticas de los alimentos. La intensidad de este tratamiento, así 
como sus efectos se ven determinados principalmente por el pH del producto. Así, en 
alimentos de baja acidez (pH > 4.5) el objetivo principal de la pasterización es la 
destrucción de bacterias patógenas, mientas que en alimentos de alta acidez (pH < 
4.5) persigue la destrucción de microorganismos alterantes y la inactivación de 
enzimas. El tiempo de conservación de estos productos es más corto que el de los 
esterilizados, y en muchos casos requiere de unas condiciones de mantenimiento 
determinadas, como refrigeración (Vidal et al., 1999). 
 
3.1.3.3- Esterilización. 
 Es un tratamiento térmico muy intenso, que somete al producto a temperaturas 
entre 127 y 150 ºC durante largos tiempos (de hasta 20 min), y se realiza en 
autoclaves o esterilizadores. Debido a su intensidad puede afectar al valor nutritivo del 
alimento y a sus características organolépticas. El tratamiento UHT (ultra high 
temperature) utiliza altas temperaturas (135-150 ºC) durante corto tiempo (1-3 seg), 
tratando así de minimizar su repercusión sobre el valor nutritivo y organoléptico del 
alimento. La uperización emplea vapor de agua sobrecalentado, entre 120-150 ºC. 
Permite alargar la vida útil de productos como leche, zumos, natas, concentrados... 
hasta varios meses, sin que para ello sea necesario el almacenamiento del producto 
en refrigeración, ya que destruye formas vegetativas y esporas (Vidal et al., 1999). 
 
3.1.3.4- Cocción y cocinado. 
 Permite la destrucción de bacterias termosensibles pero no así de las formas 
esporuladas. El cocinado incluye el horneado o asado, fritura en aceite y microondas. 
 
3.2- Tecnologías alternativas o emergentes. 
El desarrollo de tecnologías no térmicas, alternativas y/o complementarias a los 
tratamientos de conservación tradicionales, responde a la creciente demanda de 
alimentos mínimamente procesados. Estas tecnologías tratan mantener o mejorar la 
seguridad que se obtiene mediante la aplicación de los métodos convencionales de 
conservación de los alimentos, evitando o minimizando su principal inconveniente, que 
es la pérdida o reducción del valor nutritivo o de sus características organolépticas. 
Estas nuevas tecnologías son en general técnicas suaves, poco agresivas, que tratan 
de ofrecer productos muy semejantes a los frescos (Herrero & Romero de Avila, 2006; 
Aymerich et al., 2008). Entre estas tecnologías se tratará con especial detalle la 
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aplicación de antimicrobianos naturales como la lactoferrina y sus derivados (apartado 
5), y el tratamiento con altas presiones hidrostáticas (apartado 6). 
 
3.2.1- Irradiación de alimentos. 
 Es un método físico de conservación que consiste en exponer el producto a la 
acción de radiaciones ionizantes durante un cierto periodo de tiempo, que será 
proporcional a la cantidad de energía necesaria que absorba el producto. Como 
fuentes de energía ionizante se pueden usar rayos gamma (provenientes de 60Co ó 
137Cs), rayos X, y electrones acelerados. 
 Según su intensidad puede llegar a permitir la destrucción de microorganismos 
patógenos y alterantes, así como de insectos, parásitos y brotes, ya tiene acción 
directa sobre el ADN y ARN, y provoca desnaturalización de enzimas y alteración de 
membranas celulares. Tiene escaso efecto sobre las características nutricionales y 
organolépticas del producto, siendo comparable o menor a los cambios inducidos por 
los procesos de enlatado, cocción o congelado. Según la OMS la clasificación en 
función de la dosis de energía aplicada sobre el producto incluye: 
 Dosis baja (inferiores a 1 kGy). Permite demorar los procesos fisiológicos 
como germinación, maduración y senescencia de frutas y vegetales, así 
como controlar insectos y parásitos de los alimentos. 
 Dosis media (1-10 kGy). Reduce la carga de patógenos y alterantes, y 
mejora las propiedades tecnológicas de ciertos alimentos (reduce el tiempo 
de cocción de productos vegetales deshidratados). Se denomina 
radurización o radicidación. A dosis inferiores a 3 kGy es un tratamiento 
equivalente a la pasteurización. 
 Dosis alta (10-50  kGy). Se conoce con el nombre de radapertización y se 
usa para la esterilización de carnes, mariscos, pescados y preparaciones, 
en combinación con un suave tratamiento térmico que permite inactivar 
enzimas. Se usa también para esterilizar ciertos ingredientes como 
especias. 
 Sin embargo, no es un método adecuado para alimentos muy grasos o lácteos, 
ya que puede favorecer el enranciamiento y desarrollo de olores y sabores 
desagradables (por formación de peróxidos e hidroperóxidos a partir de los lípidos, 
que a su vez dan lugar a aldehídos y cetonas, y producción de sulfuro de hidrógeno a 
partir de proteínas ricas en azufre). En general es un método poco aceptado por el 
consumidor. En la Unión Europea su aplicación es mínima y sólo está aprobado para 
ciertas hierbas aromáticas, especias y condimentos (RD 348/2001), aunque en 
algunos países, como Francia, Bélgica y Holanda, su uso está más extendido. 
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3.2.2- Calentamiento óhmico. 
 Consiste en aplicar un calentamiento eléctrico directo haciendo pasar una 
corriente eléctrica a través del alimento. Es un proceso de aplicación de alta 
temperatura durante un corto tiempo. Permite pasteurizar o esterilizar, induciendo 
cambios mínimos en las propiedades del alimento (Hugas et al., 2002) 
 
3.2.3- Aplicación de pulsos de luz. 
 Consiste en la aplicación sucesiva de pulsos o destellos de luz de gran 
intensidad (con un espectro entre el ultravioleta y el infrarrojo próximo) y corta duración 
sobre la superficie del alimento. Permite inactivar o inhibir contaminantes de la 
superficie de alimentos sólidos o de superficies (envases), así como descontaminar 
líquidos que dejen pasar la luz. Es eficaz frente a formas microbianas vegetativas y 
frente a algunas esporas, y logra inactivar enzimas causantes del deterioro de los 
alimentos. En la Unión Europea se encuentra en fase de estudio para su posible 
aprobación. Uno de sus principales objetivos es mejorar la calidad y seguridad de los 
productos pesqueros de consumo con un mínimo o ningún procesamiento. 
 
3.2.4- Aplicación de pulsos eléctricos. (PEF) 
 Consiste en someter al alimento a un campo eléctrico intenso (10-50 kV/cm) de 
forma sucesiva durante cortos periodos de tiempo (1-100 segundos), lo  que permite 
destruir microorganismos patógenos y alterantes debido al daño causado en las 
membranas celulares, con aparición de poros (electroporación) y alteración de la 
permeabilidad celular. Sin embargo, su efecto sobre formas esporuladas es limitada. 
En general los mohos y levaduras son muy sensibles, seguidos de bacterias gram 
negativas y finalmente gram positivas. Se aplica principalmente a fluidos viscosos 
(como zumos y papillas de frutas y verduras), pero el producto requiere conservación 
en refrigeración, y el coste es elevado. También se ha estudiado su posible aplicación 
en leche como alternativa a la pasteurización (Qin et al., 1995) 
 
3.2.5- Microondas. 
 Su acción se basa en el calentamiento provocado por el movimiento y fricción 
de moléculas polares (como agua, proteínas y carbohidratos) e iones cargados del 
alimento, como consecuencia de su interacción con las microondas, permitiendo así 
inactivar microorganismos (Díaz-Cinco & Martinelli, 1991). Su principal inconveniente 
se debe a la falta de uniformidad en el tratamiento, pudiendo aparecer en el alimento 
“puntos fríos” en los que no se alcanzan las condiciones adecuadas para la 
inactivación de los microorganismos. Entre sus posibles aplicaciones se encuentra la 
pasteurización de leche (Hamid et al., 1969). 
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3.2.6- Ultrasonidos. 
 Los ultrasonidos son ondas sonoras con una frecuencia superior a la 
perceptible por el oído humano (> 16 kHz). Los ultrasonidos de alta intensidad (20-100 
kHz) al transmitirse a un medio líquido provocan un fenómeno de cavitación, que 
implica la formación, crecimiento e implosión de burbujas, liberándose una gran 
cantidad de energía y alcanzándose altas temperaturas (de hasta 5000 ºC) y 
presiones (de hasta 1000 atmósferas) en el seno del líquido (Suslick, 1990). Su efecto 
bactericida fue descrito ya en 1929 (Harvey & Loomis), siendo las bacterias gram 
negativas más sensibles que las gram positivas, y mostrando resistencia las formas 
esporuladas. Su principal limitación se encuentra en la dificultad de obtener a escala 
industrial las intensidades ultrasónicas que se logran en laboratorio. 
 
3.2.7- Antimicrobianos naturales o bioconservantes. 
 Se basa en el efecto de la microbiota natural o añadida de los alimentos y/o sus 
productos antibacterianos (como bacteriocinas o antibióticos naturales) y/o de 
compuestos con actividad antimicrobiana naturalmente presentes en los alimentos. 
(Stiles, 1996; Tiwari et al., 2009). La adición de antimicrobianos puede además 
realizarse mediante un tipo especial de envasado, el envasado activo. Es éste un tipo 
de envasado en el que el envase, el producto y el entorno que lo rodea interaccionan 
para alargar la vida útil de los alimentos, mejorar las propiedades organolépticas y/o 
seguridad alimentaria, manteniendo la calidad del producto (Vermeiren et al., 1999). El 
proceso permite mejorar la funcionalidad del envase gracias a la adición de una 
sustancia activa al material de envasado (Appendini & Hotchkiss, 2002). Estos 
componentes activos incorporados al envase pueden ser capaces, por ejemplo, de 
absorber oxígeno, controlar la concentración de dióxido de carbono o etileno, 
desprender etanol, liberar antioxidantes, regular la humedad, o controlar el crecimiento 
de microorganismos. Las sustancias antimicrobianas añadidas al material de 
envasado migran al alimento de forma gradual durante su almacenamiento y 
distribución. Esta tecnología resulta efectiva para evitar o minimizar la contaminación 
superficial de los alimentos, de aquí el interés de su aplicación en productos cárnicos 
listos para el consumo, en los que debido a la manipulación post-procesado la 
contaminación ocurre principalmente en la superficie del producto. Algunos agentes 
antimicrobianos utilizados en el envasado son ácidos orgánicos, sulfitos, nitratos, 
alcoholes y antimicrobianos naturales, y se consideran como aditivos alimentarios. 
Dentro de estos bioconservantes o antimicrobianos naturales se incluyen tanto 
microorganismos como diversos tipos de compuestos: 
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3.2.7.1- Bacterias lácticas. 
 Están reconocidas como GRAS (“generally recognized as safe”) por la FDA y 
como QPS (“qualified presumption of safety”) por la EFSA. Su utilización en alimentos, 
así como la de sus metabolitos (que se verán a continuación), ha recibido gran 
atención en los últimos años. Son responsables de la fermentación y maduración de 
muchos alimentos (lácteos, cárnicos, vegetales). Permiten el control de otros 
microorganismos (alterantes y patógenos) mediante la competencia por nutrientes, así 
como por la producción de ácidos y la correspondiente bajada del pH (ácido láctico y 
acético) y por la producción de diversos antimicrobianos, fundamentalmente 
bacteriocinas (Työppönen et al., 2003; De Vuyst & Leroy, 2007).  
 Las bacterias lácticas pueden emplearse en alimentos como cultivos 
iniciadores, como probióticos y como cultivos bioprotectores, principalmente frente a L. 
monocytogenes pero también frente a otros patógenos, incluyendo cepas 
enteropatógenas de E. coli, y frente a alterantes, incluyendo determinadas cepas de 
bacterias lácticas. En productos cárnicos se ha demostrado la eficacia de Pediococcus 
acidilactici (Foegeding et al., 1992; Baccus-Taylor et al., 1993) y Lactobacillus sakei 
(Työppönen et al., 2003) como cultivos bioprotectores en salchichas, de Lactobacillus 
plantarum en salami (Campanini et al., 1993), y de Leuconostoc gelidum en carne 
envasada a vacío (Leisner et al., 1996). También se ha demostrado la eficacia de 
bacterias lácticas pertenecientes a diversas especies como cultivos bioprotectores, 
como por ejemplo cepas de Lactobacillus rhamnosus en productos vegetales, 
aceitunas, masa madre de panadería, zumos y productos lácteos como yogur, leches 
fermentadas y bebidas lácteas (Saxelin, 2000; De Vuyst & Leroy, 2007), de 
Lactobacillus plantarum en queso Munster (Ennahar et al., 1996), de Enterococcus 
faecalis en queso Manchego (Nuñez et al., 1997) y de Lactococcus lactis en queso 
Gouda (Buyong et al., 1998). 
 
3.2.7.2- Bacteriocinas. 
 Son metabolitos antimicrobianos de espectro limitado producidos por bacterias. 
Las bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas son pépticos catiónicos de 
síntesis ribosomal, bajo peso molecular, hidrófobos, anfipáticos, con efecto 
antimicrobiano frente a cepas de diferentes géneros de bacterias lácticas y, además, 
frente a L. monocytogenes y otras bacterias gram positivas como B. cereus y S. 
aureus. Estas bacteriocinas inducen la permeabilización de la membrana, 
probablemente por la formación de poros ión-selectivos, alterando el transporte de 
protones y la síntesis de ATP intracelular (Drider et al., 2006). Se clasifican en tres 
grandes grupos (Cintas et al., 2001; Cleveland et al., 2001). La clase I o lantibióticos 
está formada por péptidos de bajo peso molecular con aminoácidos atípicos o 
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modificados, e incluye bacteriocinas como la nisina, lactocina, lacticina, carnocina, 
estreptococcina y salivaricina. La clase II está formada por péptidos pequeños, 
termoestables y carentes de aminoácidos atípicos, e incluye compuestos como la 
enterocina, pediocina, sakacina, acidocina, carnobacteriocina, bavaricina, plantaricina, 
leucocina, lactacina y divergicina. La clase III está formada por péptidos de alto peso 
molecular (> 30 kDa), e incluye la helveticina, caseicina y enterolisina. 
 Las bacteriocinas pueden emplearse en los alimentos inoculando cultivos 
iniciadores productores de las mismas, incorporadas en un envase activo, adicionadas 
en la masa del producto o pulverizadas en superficie. Se ha demostrado su eficacia 
antimicrobiana en productos lácteos, cárnicos y vegetales, tanto fermentados como no 
fermentados (Cleveland et al., 2001; Työppönen et al., 2003; De Vuyst & Leroy, 2007). 
Hasta el momento, la nisina (de Lactococcus lactis subsp. lactis) es la única 
bacteriocina reconocida como GRAS por la FDA e incluida en la lista de aditivos 
alimentarios en España (RD 142/2002 Ministerio de Sanidad y Consumo, 2002). 
 
3.2.7.3- Otros péptidos catiónicos antimicrobianos. (CAMPs) 
 Son pequeñas moléculas de naturaleza peptídica con un tamaño entre 7 y 100 
aminoácidos, de los cuales hasta un 50% pueden ser hidrofóbicos, con carga neta 
positiva entre +2 y +9, y con capacidad para adoptar estructuras anfipáticas en medios 
no polares (Hancock & Scott, 2000; Chan et al., 2006; Haug et al., 2007; Wiesner & 
Vilcinskas, 2010). Conforman un grupo muy heterogéneo de moléculas, y se considera 
que representan un mecanismo de defensa ancestral no del todo explorado, formando 
parte del sistema inmune innato de un amplio rango de organismos, incluido el hombre 
(Boman, 1995; Jenssen et al., 2006), aunque fue en insectos de donde se aislaron por 
primera vez (Boman et al., 1972; Steiner et al., 1981). Su mecanismo de acción no 
está aún bien definido. Se considera que estos péptidos actúan por interacción 
electrostática con moléculas de la superficie microbiana cargadas negativamente, 
como fosfolípidos, lipopolisacáridos, ácidos teicoicos y lipoteicoicos, alterando la 
estructura y funcionalidad de la membrana (Matsuzaki et al., 1995). Sin embargo,  
cada vez hay más evidencias de otras moléculas diana, incluso a nivel intracelular, 
llegando a alterar la síntesis de ADN y proteínas como mecanismos de acción (Haug 
et al., 2007). 
 
3.2.7.4- Lactato y diacetato. 
 El lactato está presente de forma natural en el tejido muscular animal. Es un 
agente bacteriostático que interfiere en el metabolismo microbiano, acidificando el 
medio, disminuyendo la actividad de agua, y alterando el transporte de protones a 
través de la membrana celular. Es eficaz frente a bacterias gram positivas y gram 
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negativas, y se ha descrito su capacidad para inhibir el crecimiento de patógenos 
como Salmonella, L. monocytogenes, S. aureus y Clostridium (Marcos Muntal, 2007). 
Concentraciones de lactato entre un 2-4% son capaces de inhibir el crecimiento de L. 
monocytogenes en productos cárnicos refrigerados (Weaber & Shelef, 1993; Blom et 
al., 1997). Por otro lado, el diacetato sódico, un acidificante de origen natural, es 
también un potente agente antimicrobiano, siendo capaz de inhibir el crecimiento de L. 
monocytogenes en productos cárnicos en concentraciones superiores al 0.2% 
(Schlyter et al., 1993; Blom et al., 1997). El lactato y el diacetato tienen además efecto 
sinérgico, lo que incrementa su efecto inhibitorio frente a L. monocytogenes (Mbandi & 
Shelef, 2002). Ambos están permitidos como aditivos para la fabricación de productos 
cárnicos en la Unión Europea (CE 2/95) y en Estados Unidos (FSIS/USDA, 2000). 
  
4- CARNE Y PRODUCTOS CÁRNICOS 
La carne se considera como “aquellos tejidos animales que pueden emplearse 
como alimento” (Forrest et al., 1975). El Código Alimentario Español la define como “la 
parte comestible de los músculos de los bóvidos, óvidos, suidos, cápridos, équidos y 
camélidos sanos, sacrificados en condiciones higiénicas. Por extensión se aplica 
también a la de animales de corral, caza de pelo y pluma y mamíferos marinos” (RD 
2484/1967). En general, cuando se habla de carne, este término hace referencia al 
tejido muscular de los mamíferos que ha sufrido una serie de cambios químicos y 
físicos tras la muerte del animal, y con frecuencia incluye además tejido adiposo y 
hueso. La calidad de la carne se define como el conjunto de características logradas 
durante la producción, procesado y conservación, que permiten brindar al consumidor 
un producto diferenciado y que cumpla tres categorías (Wood, 1990): el valor nutritivo 
(composición química), la seguridad (higiene y ausencia de contaminantes) y la 
satisfacción al consumirla (características organolépticas). 
 
4.1- Composición química. 
 Es muy variable, y depende de la especie y raza animal, pieza anatómica, así 
como de la alimentación y genética del animal. Por ejemplo, la composición promedio 
del tejido muscular bovino libre de grasa subcutánea (Forrest et al., 1975) es: agua 
(65-80%), proteínas (16-22%), lípidos (1.5-13%), carbohidratos (0.5-1.5%) y cenizas 
(1%). Las proteínas musculares pueden clasificarse en función de su solubilidad en 
sarcoplásmicas (como la mioglobina, hemoglobina, enzimas asociadas a la glucolisis, 
al ciclo del ácido cítrico y a la cadena transportadora de electrones), miofibrilares 
(como la actina, miosina, troponina, tropomiosina, actinina alfa y beta, proteína C y 
proteína M) y proteínas del estroma (que son proteínas constituyentes del tejido 
conectivo y proteínas miofibrilares asociadas a éste). Se encuentran además 
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compuestos nitrogenados no proteicos como aminoácidos, péptidos sencillos, creatina, 
fosfato de creatina, nucleótidos y nucleósidos. Los lípidos de la carne (sin incluir el 
tejido adiposo subcutáneo) aparecen principalmente entre los haces musculares, 
dando así el veteado, marmoleo o “marbling”, existiendo además lípidos intracelulares. 
En general se considera que estos lípidos de la carne tienen un mayor grado de 
insaturación que los del tejido adiposo. El contenido en carbohidratos es bajo, y está 
constituido principalmente por el glucógeno, además de pequeñas cantidades de 
glucosa, mono y disacáridos e intermediarios del metabolismo glucolítico. La carne es 
una buena fuente de vitamina A y de vitaminas del complejo B, particularmente 
tiamina, niacina, riboflavina, piridoxina y cianocobalamina. Es rica en hierro, cobre, 
zinc y selenio, siendo sin embargo relativamente pobre en calcio (100 mg/100 gr) y 
contiene además cantidades importantes de sodio (60-90 mg/100 g) y potasio (300 
mg/100 g).  
 A nivel del consumidor se considera que hay tres determinantes de la calidad 
de la carne además del sabor y aroma, que son el color, la jugosidad y la dureza o 
terneza (Pearson, 1966). 
 El color de la carne es función de dos factores, los pigmentos de la carne y las 
propiedades de dispersión de la luz. El pigmento básico de la carne es la 
mioglobina, mientras que la hemoglobina también está presente aunque en 
muy pequeña cantidad. La mioglobina está constituida por una parte proteica, 
la globina, y un grupo hemo que incluye un anillo planar de protoporfirina IX 
con un átomo de hierro central. Este átomo de hierro tiene seis enlaces de 
coordinación, uno de ellos unido a la globina y cuatro a los átomos de 
nitrógeno, mientras que el restante enlace de coordinación puede unirse a 
diversas sustancias que presenten la configuración electrónica correcta. En la 
carne fresca la mioglobina generalmente existe en tres formas que confieren 
distinto color. La mioglobina reducida presenta el hierro reducido (Fe2+) y agua 
en el sexto enlace de coordinación, siendo su color rojo púrpura y 
encontrándose en ausencia de oxígeno, como por ejemplo en el interior de la 
pieza cárnica o en carnes envasadas a vacío. La oximioglobina es la forma 
oxigenada de la mioglobina con el hierro en forma reducida (Fe2+), ocupando el 
oxígeno el sexto enlace de coordinación. Tiene color rojo brillante y es el 
pigmento deseable en la carne fresca. La metamioglobina tiene el hierro en su 
forma oxidada (Fe3+) y agua en el sexto enlace de coordinación, siendo de 
color marrón e incapaz de ligar oxígeno, y su contenido va aumentando según 
madura la carne. En la carne también pueden aparecer otros pigmentos 
derivados de la mioglobina, no deseables, como la sulfomioglobina. Ésta se 
forma por la combinación de la mioglobina con sulfhídrico de origen bacteriano, 
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y es de color verde. Puede aparecer puede aparecer por ejemplo en carne de 
ave procedente de animales no eviscerados debido a la producción de 
sulfhídrico en el intestino y su difusión a la carne, y en carnes envasadas a 
vacío. Por otro lado, la intensidad de la reflexión de la luz está relacionada con 
la estructura muscular y volumen miofibrilar. Así, la carne pálida, blanda y 
exudativa (PSE – “pale, soft, exudative”), tiene un bajo volumen miofibrilar y 
presenta una alta capacidad de reflexión de la luz, por lo que la luz  penetra a 
poca profundidad en la carne pues es rápidamente reflejada y la absorción por 
la mioglobina es pequeña, por lo que la carne aparece pálida. La carne oscura, 
seca y firme (DFD), tiene una capacidad de reflexión muy limitada, permitiendo 
a la luz incidente penetrar a mayor profundidad y siendo absorbida en gran 
parte por la mioglobina, apareciendo así como una carne oscura. 
 La jugosidad está relacionada con la capacidad de retención de agua de la 
carne y con el veteado o marmoleo del músculo, es decir por la grasa 
intramuscular (Forrest et al., 1975). La capacidad de retención de agua es la 
capacidad de la carne para retener su propia agua de constitución y está 
determinada en gran parte por el contenido en proteínas, principalmente 
miofibrilares. El efecto del veteado se debe principalmente a que actúa como 
una barrera frente a la pérdida de humedad de la carne durante el cocinado, de 
forma que la pieza cárnica se contrae menos y es más jugosa (Smith et al., 
1982). La jugosidad está además muy relacionada con la dureza o terneza de 
la carne, y así a mayor terneza más rápidamente se liberarán los jugos al 
masticar. Está también influida por el proceso de cocinado a que se someta la 
carne (Cross, 1986), de tal modo que un cocinado intenso hace a la carne más 
dura y menos jugosa. 
 La terneza se puede definir como la capacidad de la carne para dejarse cortar 
y masticar. Es consecuencia de factores intrínsecos como características del 
animal (edad, sexo, especie y raza), el tipo de músculo, fenómenos 
postmortem involucrados en la instauración y resolución del rigor mortis, y 
procesos de maduración de la carne como tenderización y proteolisis de 
proteínas miofibrilares (mediadas a su vez por la actividad de enzimas 
musculares como calpaínas y catepsinas). Por tanto está en gran parte definida 
por el sistema de producción y manejo postmortem de las canales y piezas, 
además de por distintos componentes de la carne como el tejido conectivo, las 
fibras musculares y lípidos asociados al tejido muscular. Así, por ejemplo, el 
tejido conectivo aumenta la dureza de la carne pues refuerza los puentes y 
uniones interfibrilares (Lawrie, 1966). Hay que tener en cuenta que durante el 
calentamiento de la carne o cocinado se producen dos cambios fundamentales: 
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las fibras musculares se hacen más duras y el tejido conectivo se hace más 
blando (Lawrie, 1966). Esto es consecuencia de la coagulación de las 
proteínas miofibrilares y de la solubilización del tejido conectivo y formación  de 
gelatina. Existen además diversos métodos para “ablandar” las carnes, como el 
empleo de ácidos débiles (vinagre o jugo de limón) y tratamientos mecánicos 
como picado, cortado o machacado (Forrest et al., 1975). 
 El sabor y aroma dependen de la presencia en la carne de precursores de los 
compuestos responsables del “flavour” que se desarrolla por el cocinado. Estos 
precursores son lípidos, proteínas, carbohidratos, vitaminas y otros 
compuestos orgánicos que, por efecto de la temperatura, van a reaccionar 
dando una mezcla de componentes volátiles característicos del aroma y sabor 
(Horstein & Wasserman, 1986). Todo esto a su vez depende de la especie, 
raza, edad, sexo y alimentación del animal, y de la conservación de la carne. 
Los lípidos al oxidarse van a dar lugar a lactonas, cetonas, alcoholes y ácidos 
grasos de cadena corta, mientras que las proteínas y aminoácidos van a dar 
lugar a compuestos azufrados volátiles, y los carbohidratos sufrirán la reacción 
de Maillard y darán lugar a compuestos de pardeamiento no enzimático. 
Además, otros compuestos como el ácido láctico afectarán al pH de la carne, el 
cual a su vez influirá sobre las reacciones del resto de compuestos antes 
citados. En general se considera que aproximadamente el 70% de los 
compuestos volátiles de la carne son carbonilos como aldehídos y cetonas, 
furanos, pirazinas y compuestos azufrados (Dwivedi, 1975). 
 
4.2- El sector cárnico. 
 El sector cárnico constituye un sector de primera magnitud dentro del conjunto 
de la industria alimentaria como lo demuestra el hecho de que de los 10,604 millones 
de euros que alcanzó el gasto alimentario en España en 2008, un 35.4% 
correspondieron a la carne y derivados, muy por encima de sectores como el de la 
pesca (13%) o el lácteo (11%). En la Unión Europea el valor de la producción cárnica 
superó ampliamente los 45,000 millones de euros en 2008, representando el 22% de 
la producción agraria. Dentro de las especies que integran el sector cárnico la mayor 
producción se refiere a la carne de porcino (supone el 60% de todas las carnes 
obtenidas), seguido de aves (20-25%) y vacuno (11-13%), y finalmente ovino (4-8%), 
caprino (0.2%) y otras especies como conejos y equino. Para el año 2020 está previsto 
que la demanda mundial de carne supere los 300 millones de toneladas y se espera 
un incremento espectacular de la carne de ave (Bilgili, 2002). En la Tabla 1, a 
continuación, se muestra la tendencia de la producción de carne en España para las 
principales especies de consumo (AICE, 2010): 
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Tabla 1. Producción de carne en España de las principales especies cárnicas 
consumidas, entre los años 1990 y 2010. 
 
Producción de carne (en miles de Tm) 
Año Porcino Vacuno Ovino Caprino Equino Aves Conejos 
1990 1789 514 217 16 7 837 nd 
1991 1886 507 212 15 5 882 nd 
1992 1916 538 216 16 6 868 nd 
1993 2089 488 224 16 7 832 nd 
1994 2108 483 225 16 8 877 nd 
1995 2175 508 227 15 7 920 nd 
1996 2316 565 223 14 7 878 nd 
1997 2401 592 229 16 8 902 nd 
1998 2744 651 233 16 7 998 nd 
1999 2892 678 221 17 6 1002 nd 
2000 2912 632 232 19 7 987 nd 
2001 2993 642 236 15 8 1307 nd 
2002 3123 654 240 15 6 1331 nd 
2003 3190 703 236 14 5 1330 nd 
2004 3176 703 231 13 5 1300 nd 
2005 3164 714 232 12 5 1327 74 
2006 3184 673 215 11 5 1281 73 
2007 3456 643 236 11 5 1328 75 
2008 3484 658 237 13 6 1375 69 
2009 3290 598 121 9 6 1316 61 
2010 3390 589 125 9 6 1341 63 
           (nd -> no determinado) 
 
 En España, durante el año 2008 el consumo total de carne ascendió a 2,878 
millones de kilos. El mayor porcentaje de consumo se centró en los hogares (79%), 
mientras que en restauración comercial supuso el 17%, y en restauración colectiva y 
social el 4%. En los hogares la carne fresca tiene una presencia notable (76%), 
mientras que la carne congelada y la transformada representan porcentajes menores, 
de un 22 y 2 % respectivamente. En la restauración comercial, la carne fresca supone 
un 55%, la carne congelada un 20% y la transformada un 25%. En la restauración 
colectiva y social, la carne fresca representa un 58%, mientras que la transformada 
alcanza el 27%.  
 En los últimos años se han detectado ciertas tendencias en el consumo de 
carne, observándose que el consumo de carne en los hogares aumenta según 
factores como la clase social, la ausencia de niños en el hogar, si la persona 
responsable de hacer las compras no trabaja, si la persona responsable de hacer las 
compras tiene más de 50 años, el menor número de miembros en el hogar, pequeños 
municipios frente a grandes ciudades, y hogares con jubilados, adultos 
independientes, parejas adultas sin hijos o con hijos mayores. 
 Dentro de los elaborados y productos cárnicos se ha detectado una tendencia 
al alza en su consumo en España, de tal modo que su producción supera el millón de 
toneladas y registra unos incrementos interanuales de en torno al 2%. La mayor 
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producción y consumo corresponde a jamones y paletas curados, seguidos de 
embutidos curados, jamones y paletas cocidos y otros productos cocidos. Además se 
ha detectado un incremento en el consumo de nuevos productos y/o presentaciones 
de productos, como los loncheados, con tasas de crecimiento interanual del 10%. Esta 
tendencia creciente del consumo de diversos productos y derivados cárnicos se 
recoge en la Tabla 2 (AICE, 2010). 
 
Tabla 2. Producción en España para los principales productos cárnicos consumidos, entre los 
años 1997 y 2009. 
 
Productos cárnicos (en miles de Tm) 
Año Jamón y 
paleta curados 
Embutidos 
curados 
Jamón y 
paleta cocidos 
Fiambres 
cocidos 
Adobados y 
frescos 
Platos 
preparados 
Total 
1997 182 157 126 242 127 44 878 
1998 185 157 124 244 133 45 888 
1999 194 157 127 255 140 46 919 
2000 201 170 137 279 145 58 990 
2001 204 179 151 299 168 60 1061 
2002 234 184 158 329 170 64 1139 
2003 246 192 170 346 171 67 1192 
2004 249 193 173 351 175 69 1210 
2005 251 193 174 355 170 71 1214 
2006 265 193 179 360 182 74 1253 
2007 270 196 183 368 184 77 1278 
2008 272 197 184 382 186 84 1305 
2009 245 185 175 385 180 81 1251 
  
 Desde un punto de vista culinario las carnes de consumo se clasifican en 
carnes rojas y blancas, lo que hace referencia a su aspecto o color en fresco. La carne 
roja suele provenir de animales mamíferos adultos tales como vacuno, porcino, 
equino, ovino y caprino mayor. Incluye también el avestruz y algunas carnes de caza. 
La carne blanca se refiere a la carne de aves en general (excepto el avestruz, y a 
veces se consideran también rojas la carne de pato y ganso) y algunos mamíferos 
jóvenes, como ternera, ovino y caprino lechal, el cochinillo o lechón y el conejo.  
 
4.3- Derivados o productos cárnicos. 
 Los derivados cárnicos se definen como “productos alimentarios preparados 
total o parcialmente con carnes, despojos, grasas y subproductos comestibles, 
procedentes de animales de abasto u otras especies, y en su caso, de ingredientes de 
origen vegetal o animal, así como condimentos, especias y aditivos, siempre que estén 
autorizados y se ajusten a las normas específicas de calidad” (RD 2484/1967, RD 
379/1984). Incluyen: 
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4.3.1- Carne picada. 
 Se define como “el producto constituido por la carne magra de vacuno, ovino o 
porcino, debidamente picada, que no ha sufrido la acción del calor, ni la maduración ni 
la maceración” (RD 1916/1997). 
 
4.3.2- Embutidos frescos y productos cárnicos picados y reformados, crudos. 
 Son productos elaborados a partir de carne picada condimentada, y según el 
caso embutida en tripa natural o moldeada. No están curados ni ahumados y deben 
someterse a un tratamiento culinario antes de su consumo. Incluyen productos como 
hamburguesas, salchichas frescas y “filetes” reformados obtenidos a partir de carnes 
recuperadas mecánicamente. 
 
4.3.3- Productos cárnicos cocidos o escaldados.  
 Son productos cárnicos que han sido sometidos a un tratamiento térmico de 
pasteurización, esto es a temperaturas mínimas de 62 ºC en el centro térmico del 
producto, y frecuentemente entre 70 y 80 ºC (ICMSF, 2001). Incluye productos muy 
variados en cuanto a formulación y elaboración, como el jamón cocido, fiambres, 
mortadelas, roulada, chicharrones, galantina, patés, morcillas, salchichas tipo 
Frankfurt, y muy diversos productos como puddings y pasteles. 
 
4.3.4- Embutidos y productos curados o fermentados. 
 Bajo esta denominación se incluyen productos cárnicos, troceados o no, 
adicionados de sal y otras sustancias de curado, que se someten a un proceso de 
maduración-secado y/o fermentación apropiado y, opcionalmente, ahumado (Martín 
Juárez, 2005). Entre los ingredientes de curado se encuentra la sal y los 
nitratos/nitritos, y coadyuvantes como polifosfatos, ascorbatos y sacarosa. Engloba 
productos como chorizo, salchichón, sobrasada, lomo embuchado, morcón, jamón 
curado y beicon. 
 
4.3.5- Productos de casquería. 
 Comprenden diversas piezas que proceden de la evisceración de vacuno, 
porcino, ovino y aves. Se incluyen productos como la asadura de cordero (hígado, 
pulmón y corazón), callos (estómago de terneros, cordero y cerdo), cabezas de 
ternera, carrilladas de ternera, corazón (ternera, cordero y cerdo), criadillas (testículos 
de ternero, cordero, cerdo), morros de ternera y cerdo, gallinejas de cordero, lenguas 
(ternera, cordero y cerdo), manitas (ternera, cordero, cerdo), mollejas (timo de ternera, 
cordero, cerdo), riñones (ternera, cordero, cerdo), sangre de cordero y cerdo, sesos 
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(ternera, cordero y cerdo), zarajos (intestino de cordero), hígado y corazón de aves, 
alitas de aves. 
 
4.3.6- Comidas preparadas. 
 Bajo esta denominación se incluyen las carnes precocidas o pre-cocinadas, 
que pueden además ir acompañadas de otros ingredientes no cárnicos, como arroz, 
pasta, salsas y vegetales. El producto se formula así para que constituya una comida 
completa o su principal componente. Se suelen denominar productos con “cocción-
refrigeración” aunque también pueden distribuirse en congelación, y requieren de la 
mezcla de sus diversos ingredientes y de su calentamiento antes de ser consumidos. 
Un tipo especial de estos productos “cocción-refrigeración” son los productos “sous-
vide”. En este procesado los productos que lo componen se cuecen, se envasan a 
vacío y después se someten a pasteurización ya envasados, o bien existe un 
procedimiento alternativo en el que los productos se envasan crudos a vacío y se 
cuecen ya envasados. Estos productos se comercializan refrigerados y después deben 
ser calentados para su consumo.  
 
4.4- Alteraciones microbianas de la carne y los productos cárnicos. 
 Se considera como microbiota alterante a aquellos microorganismos que al 
crecer sobre los alimentos degradan sus componentes de forma que cambian sus 
propiedades organolépticas, modificando sabor, olor, textura o color, haciéndolos 
inaceptables para su consumo. Los microorganismos alterantes de cada alimento son, 
en general, los que constituyen su propia y característica microbiota. Ésta puede variar 
en cada fase del proceso de producción y/o almacenamiento siendo, finalmente, el 
resultado de la interacción de los microorganismos existentes en el alimento crudo y 
de los procesos de producción, conservación y almacenamiento del mismo. Hay que 
tener en cuenta que la carne representa un excelente medio para el crecimiento de los 
microorganismos, ya que es rica en nutrientes (como compuestos solubles como 
carbohidratos, ácido láctico y aminoácidos) y sus valores de actividad de agua (0.99) y 
pH (5.5-6.0) se encuentran dentro de los límites de crecimiento de muchos 
microorganismos como bacterias, mohos y levaduras. Aunque en esencia la carne se 
considera libre de microorganismos (Gill, 1979), ésta se puede contaminar fácilmente 
a partir de la piel, pelo o plumas, y tracto gastrointestinal durante el desollado, 
eviscerado y troceado de las canales, así como a partir de superficies y utensilios 
durante su procesado y manipulación. El bajo potencial de óxido-reducción existente 
en el interior de la carne hace posible el desarrollo de microorganismos anaerobios 
facultativos y obligados, mientras que en su superficie se dan condiciones adecuadas 
para el crecimiento de aerobios. La alteración de la carne va a depender del tipo y 
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cantidad de microbiota contaminante inicial y de las condiciones de manejo y 
almacenamiento (Borch et al., 1996). 
 
4.4.1- Microbiota alterante de carne fresca. 
 El almacenamiento de la carne al aire (sin vacío) y bajo refrigeración es el 
proceso tecnológico más generalizado para la conservación y comercialización de la 
carne. En carne conservada de este modo se considera que comienza a detectarse 
alteración del olor cuando los niveles de aerobios totales alcanzan valores de 107/cm2, 
y la limosidad es visible cuando alcanzan valores de 108/cm2. Estos olores anómalos o 
desagradables se deben a la producción de una mezcla de compuestos como ésteres, 
compuestos azufrados, cetonas, alcoholes de cadena ramificada, hidrocarburos 
insaturados y 3-metil-butanal. La microbiota alterante que predomina está constituida 
por bacterias bacilares, gram negativas, psicrotrofas, aerobias. Destacan géneros 
como Pseudomonas, Acinetobacter y Psychrobacter, siendo P. fluorescens la especie 
más importante y representando más del 50 % de la microbiota aislada de carne 
refrigerada (Cousin, 1982), seguida de P. fragi. En general, Pseudomonas predomina 
a partir de los 4 días de almacenamiento en refrigeración, y al cabo de 7 días 
constituye el 95% de la población microbiana alterante (Gill & Newton, 1977). Pueden 
también aparecer otros microorganismos como Brochothrix thermosphacta, sobre todo 
en carne de cerdo y cordero o en carnes muy grasas y de alto pH, así como 
Micrococcus y Staphylococcus, pero se considera que tienen una importancia muy 
limitada en el almacenamiento de la carne en refrigeración. Son también comunes, 
aunque a bajos niveles pues no pueden competir con el género Pseudomonas, otras 
especies bacterianas como S. liquefaciens, E. agglomerans y H. alvei. Pueden 
también aparecer  levaduras, como Cryptococcus y Candida, pero su importancia es 
bastante limitada. 
 Como ya se ha indicado, las condiciones y temperatura de almacenamiento 
desempeñan un papel primordial en la alteración de la carne, pero es también 
determinante la influencia de la carga microbiana y tipo de microbiota iniciales.  Así, en 
general se considera que por cada 10 ºC que aumenta la temperatura, se duplica la 
tasa de crecimiento bacteriano esperado (Gill, 1986). Sin embargo, a temperaturas de 
refrigeración inferiores a 8 ºC el efecto es más acusado, de tal forma que el tiempo 
que puede almacenarse una carne refrigerada se reduce a la mitad por cada 2-3 ºC 
que se eleva la temperatura. En el rango habitual de temperaturas de refrigeración de 
la carne, que suele oscilar entre -1.5 y 5 ºC, puede haber una variación en la tasa de 
crecimiento bacteriano de hasta ocho veces (James & James, 2002). Obviamente son 
las temperaturas de refrigeración más bajas las que más alargan la vida útil de la 
carne, pero hay que tener en cuenta que el crecimiento microbiano no se frena hasta 
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alcanzar los -10 ºC. En general, en carne fresca una concentración de bacterias 
totales del orden de 103 ufc/cm2 se considera índice de una buena obtención y 
manipulación (Gill, 1982). Ayres (1960) demostró que en carnes con una carga inicial 
de 65 ufc/cm2 la vida útil es de unos 21 días a 0 ºC, mientras que una carga inicial de 
6x104 ufc/cm2 implica una reducción de la vida útil por debajo de 11 días. 
 
4.4.2- Microbiota alterante de carne a vacío, en refrigeración. 
 El envasado a vacío ha significado un avance importante en la conservación de 
la carne y sus productos durante un tiempo prolongado. Sin embargo, para evitar 
alteraciones es necesaria su conservación a temperatura de refrigeración. Hay que 
tener en cuenta que a pesar del envasado a vacío, es frecuente la presencia de un 
pequeño porcentaje de oxígeno residual de entorno a un 1%, lo que permite el 
crecimiento de Pseudomonas. No obstante, el envasado a vacío favorece 
selectivamente a las bacterias lácticas, aunque también puede haber un crecimiento 
importante de Brochothrix thermosphacta, Shewanella putrefaciens y diversas 
enterobacteriáceas. Incluso se está empezando a reconocer a las especies psicrófilas 
de Clostridium (como C. perfringens) como un importante problema potencial en estas 
carnes.  Las bacterias lácticas predominantes son los géneros Lactobacillus, 
Carnobacterium y Leuconostoc, siendo mucho menos común Lactococcus. Por esto, la 
principal alteración de la carne fresca envasada a vacío y refrigerada es la 
acidificación, y normalmente no es detectable hasta que los recuentos alcanzan 
108/cm2. Aparecen también diversos compuestos como el ácido D- y L-láctico, ácido 
isobutanoico, ácido isopentanoico, así como metanotiol y dimetilsulfuro, responsables 
de olores y sabores anómalos. 
 
4.4.3- Microbiota alterante de productos cárnicos. 
 En carne picada hay que tener en cuenta que a diferencia de la carne en 
piezas, en la que la contaminación microbiana se limita prácticamente a la superficie, 
el proceso de picado hace que la carga microbiana se distribuya homogéneamente por 
toda la masa, produciéndose además la liberación del extracto acuoso de la carne lo 
que favorece el crecimiento microbiano. La alteración de la carne picada es similar a la 
de la carne en piezas anteriormente descrita, pero afecta a toda la masa cárnica y se 
ve acelerada. Hay además algunos estudios que demuestran que en carne picada el 
desarrollo de P. fluorescens potencia la multiplicación de L. monocytogenes, lo que 
podría deberse a la liberación de péptidos fácilmente metabolizables por Listeria como 
consecuencia de la intensa actividad proteolítica de Pseudomonas (Marshall et al., 
1992).  
 En productos cárnicos cocidos o escaldados las alteraciones son algo distintas 
a las de la carne fresca debido al tratamiento térmico y su procesado, por los que la 
carga microbiana queda reducida a valores comprendidos entre 101 y 104 ufc/g 
(Heiszler et al., 1972) apareciendo en bajas concentraciones microorganismos como 
Pseudomonas, bacterias lácticas, levaduras y enterobacterias. Su alteración durante la 
refrigeración es similar a la de la carne fresca refrigerada pero más lenta, y pueden 
aparecer exudados, limo o viscosidad superficial, producción de gas, oxidación o 
enverdecimiento, aparición de olores y sabores anómalos, y procesos como 
acidificación, agriado y putrefacción. 
 En embutidos y productos curados o fermentados hay que tener en cuenta su 
particular elaboración, que implica la mezcla de la carne con aditivos, especias y/o 
sales de curado así como el proceso de curado-secado o fermentación. Todo esto 
hace que el pH de estos productos disminuya a valores de 4.8-5.0 y que se vea 
reducida la actividad de agua, lo que dificulta el crecimiento de patógenos y alterantes 
y asegura una gran estabilidad microbiológica del producto. En su microbiota se 
encuentran bacterias lácticas, principalmente Lactobacillus sakei, L. curvatus y L. 
plantarum, que a su vez intervienen o contribuyen a las especiales características de 
estos productos curados o fermentados, por lo que en muchos casos se emplean 
como cultivos iniciadores. Este tipo de flora láctica se desarrolla rápidamente durante 
los primeros estadios del curado o fermentación, evolucionando desde niveles iniciales 
de 103 ufc/g hasta valores de 108-109 ufc/g  al final del proceso. Sin embargo, los 
lactobacilos heterofermentativos y los leuconostocs son indeseables, pudiendo 
producir alteraciones como formación de gas, peróxidos y limo (Martín Juárez, 2005).  
 En el caso de las comidas preparadas, las formas de alteración a menudo 
están relacionadas con los constituyentes no cárnicos, como por ejemplo los 
vegetales. La microbiota alterante suele estar constituida por bacterias gram negativas 
como Pseudomonas, bacterias lácticas como Lactobacillus, y levaduras.  
 
5- LA LACTOFERRINA 
 
5.1- Generalidades. 
La lactoferrina (LF) es una glicoproteína perteneciente a la familia de las 
transferrinas. Anteriormente se denominó lactotransferrina o lactosiderofilina (Montreuil 
et al., 1960). Fue aislada e identificada por primera vez de leche bovina (Sørensen & 
Sørensen, 1939) y posteriormente de leche humana (Johannson, 1960). 
La familia de las transferrinas engloba proteínas transportadoras de hierro que 
aparecen en vertebrados e invertebrados, e incluye proteínas como la transferrina 
sérica, siderofilina o serotransferrina, la ovotransferrina o conalbúmina, y la 
melanotransferrina (Crichton, 1990; Lambert et al., 2005; Wally & Buchanan, 2007). 
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Todas las transferrinas comparten una alta homología en su secuencia aminoacídica, 
y así la lactoferrina humana (hLF) comparte un 51 % de identidad en su secuencia 
aminoacídica con la transferrina sérica humana, un 69 % con la lactoferrina bovina 
(bLF) y un 74 % con la canina (Crichton, 1990; Berlov et al., 2007). 
Como miembro de la familia de las transferrinas, la lactoferrina es capaz de 
ligar y transportar hierro en el organismo. Cada molécula de lactoferrina es capaz de 
ligar dos cationes hierro (II) ó (III) en coordinación con dos iones bicarbonato (HCO3-), 
lo que constituye una característica esencial de esta proteína y contribuye a sus 
diversas propiedades funcionales (Reiter et al., 1975; Griffiths & Humphreys, 1977; 
Anderson et al., 1989; Pakdaman et al., 1998). Además, su afinidad por el catión hierro 
es unas 300 veces mayor que la de la transferrina sérica (Aisen & Leibman, 1972), 
presentando una constante de afinidad por el hierro (Ka) entre 1020 y 1024 M-1 (Baker & 
Baker, 2005). Al igual que otras transferrinas, la lactoferrina es capaz de ligar otros 
cationes como cobre y manganeso (Davidson & Lönnerdal, 1989), zinc (Blakeborough 
et al., 1983), galio (Vallabhajosula et al., 1983) y vanadio (Edal & Sabbioni, 1989), 
aunque con menor afinidad. Presenta además una gran capacidad de interacción con 
otras proteínas de naturaleza más acídica, como caseínas, albúmina, 
inmunoglobulinas y lisozima (Hekman, 1971; Smith et al., 1971; Butler, 1973; 
Watanabe et al., 1984; Lampreave et al., 1990; Van Berkel et al., 1997). 
En estado fisiológico, la lactoferrina aparece en el organismo parcialmente 
saturada de hierro (15-20%) y se denomina hololactoferrina (holoLF), presentando un 
color salmón que aumenta de intensidad con el grado de saturación. Su forma 
totalmente desaturada se denomina apolactoferrina (apoLF), es incolora y menos 
resistente a la temperatura, pudiendo sufrir desnaturalización y polimerización a 
temperaturas superiores a 60 ºC mientras que la holoforma soporta temperaturas de 
hasta 80 ºC (Brisson et al., 2007). Se considera que su función fisiológica principal es 
el transporte de hierro en el organismo, y además forma parte del sistema inmune 
innato o inespecífico. Este aspecto ha sido ampliamente revisado distintos artículos 
como en los trabajos de Ziere et al. (1992), Levay & Viljoen (1995), Vorland (1999), 
Naidu (2000), Steijns & Van Hooijdonk (2000), Van Hooijdonk et al. (2000), Chierici 
(2001), Orsi (2004) Rodríguez-Franco et al. (2005), Valenti & Antonini (2005), Ward et 
al. (2005), Weinberg (2007), Legrand et al. (2008), Jenssen & Hancock (2009), Ochoa 
& Cleary (2009), y Tomita et al. (2009). 
 
 5.2- Estructura. 
La lactoferrina es una glicoproteína de peso molecular entre 75 y 80 kDa, 
según la especie. Está formada por una sola cadena polipeptídica y presenta una alta 
homología entre especies en su secuencia primaria y en su cDNA. No obstante, su 
composición aminoacídica y número varían ligeramente según la especie. Así por 
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ejemplo, la hLF consta de 692 aminoácidos, la LF porcina de 685, la de ratón 688, la 
de rata 658, y la bLF así como la LF de búfalo, cabra, caballo y camello constan de 
689 residuos aminoacídicos (Lambert et al., 2005). Los aminoácidos más abundantes 
son el ácido aspártico, treonina, serina, ácido glutámico, prolina, glicina, alanina, 
cisteína, metionina, valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, triptófano, lisina, 
histidina y arginina (Metz-Boutigue et al., 1984; Rey et al., 1990). Esta cadena 
polipeptídica se pliega en -láminas y -hélices dando lugar a la formación de dos 
lóbulos globulares simétricos (lóbulos N y C), que están unidos por una región bisagra 
con tres vueltas de -hélice y 10-12 aminoácidos, y que incluyen los residuos 1 a 333 
y 345 a 689 en el caso de la bLF, y los residuos 1 a 333 y 345 a 692 en el caso de la 
hLF. La región bisagra o interlobular es altamente catiónica y se piensa que podría 
estar implicada en la actividad antimicrobiana de la LF (Bai et al., 2010). Cada lóbulo 
(N y C) se divide a su vez en dos sublóbulos o dominios (N1, N2 y C1, C2), y toda la 
estructura globular de la molécula está estabilizada mediante puentes disulfuro entre 
residuos de cisteínas  (Steijns & Van Hooijdonk, 2000). Es precisamente en la zona de 
unión de los dos dominios de cada lóbulo donde se produce la unión al catión hierro. 
Esta zona de unión está constituida por cuatro residuos aminoacídicos: un aminoácido 
neutro (histidina) y tres aniónicos (un ácido aspártico y dos tirosinas). El ión 
bicarbonato, que se une en coordinación con cada catión hierro, interacciona con un 
residuo de arginina. Esta estructura se representa en la Figura 2 (a continuación) 
adaptada de Karthikeyan et al. (1999). Los dos lóbulos de la molécula, N y C, 
comparten un 40% de identidad aminoacídica, por lo que se cree que proceden de la 
duplicación de un gen ancestral (Baker et al., 2002). En la forma libre de hierro 
(apoLF) ambos lóbulos presentan una conformación abierta, mientras que en la holoLF 
ambos lóbulos presentan una conformación cerrada (Steijns & Van Hooijdonk, 2000; 
Kanyshkova et al., 2001; Lönnerdal, 2003; Pan et al., 2007c). El lóbulo N presenta 
mayor cantidad de residuos catiónicos que el C, que incluyen los residuos en posición 
2 a 5 y 28 a 31 en la hLF y los residuos 17 a 42 en la bLF, y se cree que podrían estar 
implicados en la actividad antimicrobiana de la molécula (Nibbering et al., 2001). 
Cuando la LF capta el primer átomo de hierro, en el lóbulo C, se produce un cambio en 
la conformación tridimensional de la molécula que activa al lóbulo N, el cual es 
entonces capaz de captar un segundo átomo de hierro. A diferencia del resto de 
transferrinas, la LF no libera el hierro ligado en condiciones neutras o ligeramente 
ácidas sino sólo a pH inferior a 3.5 o tras la interacción con receptores específicos 
(Abdallah & Chahine, 2000). 
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Figura 2. Estructura de la molécula de lactoferrina. 
 
La molécula de lactoferrina presenta además cinco sitios potenciales de N-
glicosilación que se corresponden con cinco residuos de aspártico. El número de 
glicosilaciones y el tipo de azúcares que forman parte de la cadena glucídica 
dependen de la especie (Pan et al., 2007c). Así la bLF presenta cuatro glicosilaciones 
(en posición 233, 368, 476 y 545), mientras que la hLF presenta sólo dos (en posición 
137 y 478). Los azúcares que aparecen más frecuentemente son la fucosa, manosa, 
lactosa, N-acetil-lactosamina y N-acetil-glucosamina. Se cree que estas cadenas 
glucídicas podrían actuar protegiendo a la molécula de LF del ataque de proteasas y 
ayudando a reducir la inmunogenicidad de la proteína (Spik et al., 1988; Van Berkel et 
al., 1995; Van Veen et al., 2004).   
La LF es una molécula fuertemente catiónica, con un punto isoeléctrico en 
torno a 8 ó 9 según se determine por electroforesis ó por cromatoenfoque, pero 
mediante técnicas de isoelectroenfoque se han obtenido resultados que varían entre  
5.5 y 10. Como ya se indicó anteriormente, cada molécula de LF es capaz de quelar 
dos cationes hierro o distintos cationes mono, di y trivalentes. Mediante análisis 
estructurales por difracción con rayos X se ha observado que la conformación 
tridimensional de la molécula varía adoptando distintas formas según su estado de 
saturación; es decir, según aparezca en su forma de apoLF, holoLF o saturada con 
otros cationes como el cobre (Baker et al., 2002). 
 
5.3- Biosíntesis y metabolismo. 
 La lactoferrina es sintetizada y secretada por las células epiteliales de mucosas 
y diversas localizaciones (Mason & Taylor, 1978), y está presente en todos los 
mamíferos. Es en calostro y en leche donde aparece en mayor concentración, aunque 
sus niveles varían según la fase del ciclo de lactación. Aparece además en el interior 
de los gránulos secundarios de neutrófilos y linfocitos, liberándose así al plasma 
sanguíneo. Como se muestra en la Tabla 3, la LF también está presente en muy 
diversas localizaciones como en secreciones exocrinas y recubriendo mucosas, y 
aparece en lágrimas, saliva, líquido sinovial, secreciones bronquiales, mucina, bilis, 
jugo pancreático e intestinal, plasma seminal, mucus cervical, orina, sudor y cerumen.  
 Curiosamente, su concentración en leche bovina es inferior (unas 10 veces 
menor) que en humana. Esto quizás podría explicarse por el efecto antimicrobiano que 
podría tener la LF, de modo que al aparecer en menor concentración en vacuno 
permitiría el buen desarrollo y establecimiento de la flora ruminal del ternero 
(Weinberg, 2007). Llama también la atención la escasa concentración en que aparece 
la lactoferrina en leche de gata y especialmente en rata, conejo y perro (Masson & 
Heremans, 1971); aunque en el caso de la leche de rata y conejo la transferrina 
aparece en alta concentración (superior a 2 mg/ml). 
 El gen que codifica para la síntesis de la LF aparece en todos los mamíferos y 
está altamente conservado entre especies, presentando idéntica organización (17 
exones). Se cree que ha evolucionado por selección positiva o direccional (Liang & 
Jiang, 2010). Los polimorfismos en este gen están ampliamente distribuidos y se 
piensa que podrían ser responsables de la modulación de la actividad de la LF. En la 
especie humana el gen que codifica para la LF se encuentra localizado en el 
cromosoma 3, en ratón en el 9, y en bovino en el 22. La expresión de este gen, y la 
síntesis y secreción de la LF son específicas para cada tipo de tejido y están reguladas 
por hormonas como la prolactina, estrógenos esteroides, ácido retinoico y el factor de 
crecimiento epidérmico (Teng, 2002; Teng, 2010). La expresión del gen de la LF se 
detecta ya durante el inicio del desarrollo embrionario, en el embrión en estadio de 2-4 
células, y continúa hasta el estadio de blastocisto durante la preimplantación. Después 
su expresión se detiene y no se retoma hasta la última mitad de la gestación, 
detectándose entonces en neutrófilos y células epiteliales del tracto digestivo y 
respiratorio del embrión. 
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Tabla 3. Localización y concentración de la lactoferrina en el organismo de mamíferos, en 
condiciones fisiológicas. 
 
Localización Concentración Referencias 
Calostro humano 4-16 mg/ml Hirai et al.1990, Steijns & Van Hooijdonk 2000, 
Korhonen & Marnila 2002, Marshall 2004,  
Calostro bovino 0.5-1.5 mg/ml Korhonen & Marnila 2002, Marshall 2004 
Leche humana *1 1-6 mg/ml Hirai et al.1990, Steijns & Van Hooijdonk 2000, 
Korhonen & Marnila 2002, Marshall 2004,  
Leche de cerda *1 0.6-1.3 mg/ml Roberts & Boursnell 1975, Elliot et al. 1984 
Leche de yegua, cobaya y ratón *1 0.2-2 mg/ml Masson & Heremans 1971 
Leche de camella *1 0.02-2.1 mg/ml Al-Majali et al. 2007, Konuspayeva et al. 2007 
Leche de oveja, cabra y vaca *1 0.1-0.4 mg/ml Steijns & Van Hooijdonk 2000, Korhonen & 
Marnila 2002, Marshall 2004,  
Leche de gata *1 < 0.1 mg/ml Masson & Heremans 1971 
Leche de rata, conejo y perro << 50 µg/ml Masson & Heremans 1971, Berlov et al. 2007 
Lágrimas 1-3 mg/ml Kijlstra et al. 1983, Steijns & Van Hooijdonk 
2000, Korhonen & Marnila 2002  
Plasma seminal 0.2-1.9 mg/ml Korhonen & Marnila 2002, Steijns & Van 
Hooijdonk 2000 
Mucus cervical *2 0.5-1 mg/ml Masson et al. 1966 
Secreción bronquial 0.5 mg/ml Brogan et al. 1975 
Secreción nasal 0.1 mg/ml Masson et al. 1966 
Líquido sinovial 10-80 µg/ml Steijns & Van Hooijdonk 2000, Korhonen & 
Marnila 2002 
Bilis 10-40 µg/ml Masson et al. 1966 
Túbulos colectores renales Nc Abrink et al. 2000 
Jugo pancreático Nc Masson et al. 1966, Colomb et al. 1974 
Secreción intestinal Nc Masson et al. 1966 
Neutrófilos y linfocitos 15 g/106 células Bennet & Kokocinski 1978 
Saliva *3 5-30 µg/ml Steijns & Van Hooijdonk 2000, Korhonen & 
Marnila 2002, Tanida et al. 2003 
Orina 1 µg/ml Masson et al. 1966 
Plasma sanguíneo *4 0.2-1.5 g/ml Bezwoda & Mansoor 1989 
Cerumen 0-5 g/g Schwaab et al. 2011 
Sudor 21 ng/ml Park et al. 2011 
Cerebro y fluido cerebro-espinal Nc Huang et al. 2007, Marrif et al. 2009 
*1 – Su concentración varía según la fase de lactación, pudiendo disminuir a niveles hasta 10 
veces inferiores en la mitad de la fase de lactación. 
*2 – Su concentración varía según la fase del ciclo estral. 
*3 – Su concentración aumenta en procesos infecciosos e inflamatorios, por ejemplo puede 
alcanzar niveles de hasta 14 mg/ml en infecciones de la glándula parótida. 
*4 – Su concentración aumenta en procesos infecciosos e inflamatorios, pudiendo alcanzar los 
0.2 mg/ml en sepsis sistémica. Procede de la lactoferrina liberada de los gránulos secundarios 
de neutrófilos y linfocitos. 
Nc – no cuantificado. 
   
 La LF sintetizada en el organismo, una vez que ha cumplido su vida media, es 
transportada en sangre por los macrófagos hasta el hígado, donde es degradada, y 
finalmente es eliminada por vía renal, aunque también puede ser captada 
directamente en hígado por endocitosis de los hepatocitos, células de Kupfer y células 
endoteliales. Tras su degradación hepática, el hierro liberado de la molécula es 
transferido a la ferritina (Van Snick et al., 1977). Cuando es administrada por vía 
intravenosa, la LF es rápidamente transportada al hígado y degradada, y así por 
ejemplo en ratas el 93% de la dosis inoculada por vía intravenosa es eliminada de la 
circulación en 5 minutos (Ziere et al., 1992). Cuando es ingerida por vía oral, parte es 
degradada enzimáticamente en el tracto gastrointestinal dando lugar a péptidos de 
 57
pequeño tamaño como la lactoferricina, pero otra parte llega intacta al intestino 
(Kuwata et al., 1998, 2001). No se conocen aún bien los mecanismos de actuación ni 
de absorción o distribución tras su ingesta, pero hay estudios que indican que la LF 
podría interaccionar a nivel intestinal con la intelectina (Suzuki et al., 2001; Shin et al., 
2008). Además podría actuar a nivel del sistema inmune intestinal, estimulando la 
producción de interleucinas (IL-8, IL-10) y de -interferón en los nódulos linfáticos 
mesentéricos y en los linfocitos circulantes intestinales, e incrementando la actividad 
de las células natural killer (NK) y de los linfocitos T CD4+ y CDB+. Por otro lado, 
podría también actuar a nivel del sistema inmune sistémico aumentando el número de 
células en nódulos linfáticos y bazo, la producción de citoquinas y la actividad de los 
macrófagos (Kuhara et al., 2000; Wakabayashi et al., 2003a; Takakura et al., 2006). 
Hasta la fecha, en el organismo se han identificado ciertos receptores específicos para 
la LF (LFRs) en diversas localizaciones, células y tejidos (Suzuki & Lönnerdal, 2002), 
como por ejemplo en monocitos y macrófagos (Van Snick & Masson, 1976), linfocitos 
B y T (Van Snick & Masson, 1976; Birgens et al., 1984), plaquetas (Leveugle et al., 
1993), hepatocitos (Bennatt & McAbee, 1997), células epiteliales mamarias (Rochard 
et al., 1992) y células intestinales (Cox et al., 1979; Mazurier, 1985; Hu et al., 1988; 
Davidson & Lönnerdal, 1988). Se considera que la LF, a diferencia de otros miembros 
de la familia de las transferrinas cuyo papel biológico más relevante es el transporte de 
hierro, forma parte importante de la defensa innata preinmune (efecto humoral 
inespecífico) y además, como se describe a continuación, podría desempeñar un 
importante papel en múltiples procesos o actividades y respuestas fisiológicas 
(Sánchez et al., 1992; Conneely, 2001; Brock, 2002; Weinberg, 2003; Ward et al., 
2005; Wakabayashi et al., 2006; Adlerova et al., 2008; González-Chávez et al., 2009). 
 
5.4- Actividades. 
La lactoferrina se considera en la actualidad como una proteína multifuncional. 
Entre las distintas actividades y funciones que se le atribuyen se encuentran: actividad 
bacteriostática, actividad bactericida, actividad prebiótica/probiótica, inhibición de la 
adhesión y colonización bacteriana, actividad antivírica, actividad antifúngica, actividad 
antiparasitaria, actividad antioxidante, actividad moduladora de la respuesta inmune e 
inflamatoria, actividad antitumoral, actividad osteoblástica, actividad enzimática y 
proteolítica, absorción intestinal de hierro, actividad moduladora de la coagulación, 
activación transcripcional y otras actividades. A continuación se describen brevemente 
estas actividades o funciones de la lactoferrina, algunas de las cuales no están 
completamente caracterizadas o comprobadas. 
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5.4.1- Actividad bacteriostática 
 La actividad inhibidora de la lactoferrina sobre el crecimiento bacteriano fue 
descrita por Reiter & Oram (1967) y Oram & Reiter (1968), quienes observaron el 
efecto bacteriostático de la LF sobre Bacillus sp. en leche. Este efecto bacteriostático 
se atribuye a la capacidad quelante de hierro de la LF, que causaría en los 
microorganismos una deprivación nutricional, inhibiendo así su crecimiento y la 
expresión de factores de virulencia (Bullen et al., 1972). Posteriormente, este efecto 
bacteriostático se ha descrito para otros microorganismos como Staphylococcus, 
Streptococcus, E. coli, P. aeruginosa y Y. pseudotuberculosis (Nonnecke & Smith, 
1984; Rainar, 1986a,b; Salamah & Al-Obaidi, 1995a; Kutila et al., 2003). 
 La LF está presente en las secreciones mucosas en su forma libre (apoLF), y 
por tanto tiene una gran capacidad para ligar hierro. Esta limitación de hierro inhibiría 
el crecimiento microbiano, de tal modo que la presencia de LF en mucosas constituiría 
la primera línea de defensa frente a los microorganismos. Sin embargo, esta 
deprivación de hierro causante del efecto bacteriostático es reversible, de tal modo 
que puede ser inhibido por la saturación de la LF con hierro y restaurarse el 
crecimiento microbiano al recuperarse la disponibilidad de hierro (Oram & Reiter, 
1968). Además muchas bacterias patógenas son capaces de superar la deprivación de 
hierro, obteniéndolo a través de dos vías: 
- Síntesis y secreción de pequeñas moléculas quelantes de hierro (sideróforos), 
como catecolatos, hidroxamatos o hidroxicarboxilatos. Estos sideróforos 
presentan una alta afinidad por el hierro y son capaces de captarlo del medio y 
transportarlo al interior celular (Braun & Killmann, 1999). Así por ejemplo se ha 
observado que la enteroquelina o enterobactina y aerobactina de E. coli 
(Rogers & Synge, 1978; Brock et al., 1983), la vulnibactina de V. vulnificus 
(Okujo et al., 1996) y los hidroxamatos de Bordetella bronchiseptica (Foster & 
Dyer, 1993) o la bordetelina de B. pertussis (Agiato & Dyer, 1992), son capaces 
de captar y aprovechar el hierro de la LF y de la transferrina sérica. 
- Expresión de receptores proteicos de superficie bacteriana específicos para la 
LF. Este fenómeno se ha observado en especies bacterianas del género 
Neisseria (Blanton et al., 1990), Moraxella (Campagnari et al., 1994; Yu & 
Schryvers, 2000), Aeromonas (Ascencio et al., 1992) y Gardnerella (Jarosik & 
Land, 2000), que son así capaces de interaccionar con la LF e internalizar el 
hierro unido a ésta (como se describe al final de la sección 6.5). 
 
5.4.2- Actividad bactericida 
 El efecto bactericida de la lactoferrina fue descubierto con posteriorida
ico, y se describió primera vez pa s de 
d a su 
efecto bacteriostát por ra distintas especie
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Streptococcus por Arnold et al. en 1977. Dicha actividad se considera que es más 
compleja que la simple bacteriostasis, no estando relacionada con la deprivación de 
hierro sino, probablemente, requiriendo de la interacción del extremo N-terminal de la 
LF (que es altamente catiónico) con la superficie bacteriana (Dalmastri et al., 1988; 
Bellamy et al., 1992a). Sin embargo el mecanismo de actuación por el que la LF ejerce 
su efecto bactericida no se conoce exactamente, existiendo diversas teorías o 
hipótesis (Valenti & Antonini, 2005; Ling & Schrivers, 2006) que tratan de explicarlo: 
- Mecanismo de actuación similar al del quelante de cationes EDTA (ácido 
etilendiamino tetraacético). La LF además de quelar hierro es capaz de quelar 
otros cationes, de modo que podría quelar calcio y magnesio, que se 
encuentran estabilizando la pared y membrana bacterianas, por lo que se 
producirían repulsiones electrostáticas que inducirían la desestabilización y 
desestructuración de pared y membranas (Ellison et al., 1988; Ellison et al., 
1990; Ellison, 1994; Rossi et al., 2002). 
- Mecanismo de actuación similar al de la polimixina B. La polimixina B es un 
lipodecapéptido cíclico policatiónico que es capaz de interaccionar iónicamente 
con los grupos fosfato del lipopolisacárido de la membrana externa de 
bacterias gram negativas; después su cadena de ácido graso se inserta en la 
bicapa fosfolipídica y altera su ordenación y estructura (Schroder et al., 1992; 
Majerle et al., 2003). De manera similar, la LF sería capaz de interaccionar 
electrostáticamente con moléculas cargadas negativamente de la pared 
microbiana, como el LPS (probablemente por los residuos carboxilo del 3-
desoxi-D-mano-octulosonato y los residuos fosfato del lípido A) en bacterias 
gram negativas (Ellison et al., 1988; Appelmelk et al., 1994; Ellison, 1994; 
Elass-Rochard et al., 1995) y los ácidos teicoicos y lipoteicoicos 
(probablemente por los grupos fosfato) de gram positivas (Ellison et al., 1988; 
Leitch & Willcox, 1999; Vorland et al., 1999a). Como consecuencia de esta 
interacción estas moléculas serían retiradas de la pared microbiana, viéndose 
alterada la estabilidad, estructura y permeabilidad de pared y membrana 
microbianas (Ellison et al., 1988; Ellison, 1994). Este fenómeno se ha 
observado en bacterias como E. coli, Haemophilus influenzae, K. pneumoniae, 
Neisseria meningitidis y P. aeruginosa (Appelmelk et al., 1994). 
- Además la LF podría interaccionar específicamente con porinas (proteínas 
integrales) de la membrana de bacterias gram negativas (Gado et al., 1991; 
Naidu et al., 1993; Erdei et al., 1994), induciendo la liberación de moléculas de 
LPS y alterando la estabilidad y permeabilidad de membrana. Este fenómeno 
se ha observado para las porinas OmpF, OmpC y PhoE en E. coli (Sallmann et 
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al., 1999), y para otras enterobacterias como Salmonella y Shigella (Kishore et 
al., 1991; Naidu & Arnold, 1994). 
- Otros estudios parecen indicar la existencia de receptores intracelulares para la 
LF, de tal modo que ésta podría penetrar al citoplasma bacteriano e 
interaccionar con moléculas como el ATP y ácidos nucleicos, alterando así la 
actividad metabólica y causando finalmente la muerte del microorganismo 
(Nibbering et al., 2001). 
- Finalmente, existe una hipótesis según la cual el mecanismo bactericida de la 
LF se basa en la inhibición de la bomba de protones H+-ATPasa, y por tanto en 
la alteración del pH intracelular y del gradiente de protones transmembrana 
(Andrés & Fierro, 2010), provocando una despolarización de membrana (Viejo-
Diaz et al., 2003). No obstante, aún quedan por determinar los dominios del 
complejo H+-ATPasa implicados en la interacción con la LF.  
El efecto bactericida de la LF se ha comprobado en una gran variedad de 
microorganismos (como se recoge en las Tablas 4 y 5, para estudios in vitro y ensayos 
clínicos respectivamente), tanto gram positivos como gram negativos, cocos y bacilos, 
aerobios y anaerobios (Arnold et al., 1980; Yamauchi et al., 2006). En bacterias gram 
negativas se ha demostrado su eficacia frente a K. pneumoniae, S. typhimurium y S. 
dysenteriae (Arnold et al., 1980), E. coli (Stuart et al., 1984; Shin et al., 1998), A. 
hydrophila, C. jejuni, H. pylori, P. aeruginosa, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis y 
Vibrio sp. (Arnold et al. 1977, 1980; Paulsson et al., 1993; Tomita et al., 1994; Salamah 
& al-Obaidi, 1995a,b). En gram positivas se ha demostrado su eficacia frente a 
Clostridium spp. (Teraguchi et al., 1995a), L. monocytogenes (Payne et al. 1990), M. 
luteus (De Lillo et al. 1997), S. aureus (Arnold et al., 1980) y Streptococcus spp. 
(Arnold et al., 1977, 1981, 1982). Sin embargo se ha demostrado también que ciertas 
bacterias, como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Prevotella 
nigrescens, son capaces de degradar e hidrolizar mediante proteasas a la LF, 
aboliendo así su efecto bactericida (De Lillo et al., 1996). 
 
5.4.3- Actividad prebiótica y probiótica. 
 Se considera que la LF puede actuar como prebiótico, favoreciendo el 
crecimiento intestinal de bifidobacterias y lactobacilos (Petschow & Talbott, 1991; Kim 
et al., 2004; Coppa et al., 2006; Tian et al., 2010). Así por ejemplo algunos estudios 
indican que la LF podría favorecer el crecimiento de bacterias lácticas probióticas 
capaces de aprovechar el hierro de la LF, actuando a modo de sideróforo (Petschow et 
al., 1999). No obstante, es un tema controvertido y se considera que están implicados 
otros mecanismos aún no bien conocidos. Algunas de las bacterias probióticas que se 
ha descrito que pueden ver estimulado su crecimiento por la LF son Lactobacillus 
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acidophilus, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, Pediococcus acidilactici y 
Bifidobacterium lactis (Tian et al., 2010), pero sin embargo otros estudios no han 
encontrado efecto alguno de la LF sobre estos mismos microorganismos (Griffiths et 
al., 2003; Sherman et al., 2004), y otros estudios incluso apuntan un posible efecto 
adverso o inhibidor por parte de la LF sobre ciertas bacterias lácticas, como 
Streptococcus thermophilus (Franco et al., 2010). Y por otro lado se considera que la 
LF podría tener un efecto probiótico, ya que puede actuar a nivel intestinal 
favoreciendo el crecimiento y diferenciación de los enterocitos, asegurando una 
correcta absorción y secreción intestinal, reforzando el sistema inmune a nivel 
sistémico y local, e impidiendo la colonización por microorganismos entéricos 
patógenos como E. coli y Salmonella (Griffiths et al., 2003; Sherman et al., 2004; 
Buccigrossi et al., 2007; Manzoni et al., 2011).  
 
5.4.4- Inhibición de la adhesión y colonización bacteriana en superficies, y de la 
invasión de células hospedadoras. 
La lactoferrina, tanto en su apoforma como en su holoforma, podría actuar 
inhibiendo la capacidad de las bacterias para adherirse, colonizar superficies y formar 
biofilms (Singh et al., 2002). Esta actividad es independiente de la actividad quelante 
de hierro, y se cree que está mediada por el extremo C-terminal de la molécula de LF 
(Oho et al., 2002). Este efecto fue descrito por primera vez para Streptococcus mutans 
sobre superficies de hidroxiapatita (imitando la superficie dental) por Visca et al. 
(1989). Los mecanismos de actuación propuestos por los que la LF podría inhibir la 
adhesión microbiana son: 
- Interacción de la LF con glucosaminoglicanos (GAGs), adhesinas y heparán 
sulfato (HS) de la superficie microbiana o de la superficie a colonizar (Wu et al., 
1995a; Shimazaki et al., 1998). 
- Interacción de la LF con receptores de superficie e invasinas de las células 
integrantes de mucosas, epitelios y superficies (Longhi et al., 1993; Di Biase et 
al., 2004). 
- Actividad proteolítica de la LF, que degradaría factores de colonización, 
proteínas transportadoras, adhesinas y proteínas de superficie microbiana (Qiu 
et al., 1998; Plaut et al., 2001; Hendrixson et al., 2003; Rose et al., 2003). 
Esta actividad inhibidora de la LF sobre la adhesión microbiana y/o formación de 
biofilms se ha observado en muy diversos géneros y especies, como Actinobacillus 
actinomycetemcomitans (Alugupalli & Kalfas, 1997), Burkholderia cenocepacia 
(Ammendolia et al., 2010),  E. coli enteroagregativa, enteropatogénica y 
enterotoxigénica (Longhi et al., 1993; Kawasaki et al., 2000; Nascimento de Araujo & 
Giugliano, 2000,2001), Helicobacter felix (Dial & Lichtenberger, 2002), Prevotella 
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nigrescens y Prevotella intermedia (Alugupalli & Kalfas, 1997; Hirano et al., 2000), P. 
aeruginosa (Williams et al., 2003; Leid et al., 2009) y Xylella fastidiosa (Toney & Koh, 
2006). 
 Además la LF podría ser capaz de inhibir la entrada y colonización en células 
hospedadoras de parásitos intracelulares facultativos gram positivos y gram negativos. 
Esta actividad sería también independiente de la actividad quelante de hierro. Los 
mecanismos de actuación propuestos hasta la fecha son: 
- Interacción de la LF con integrinas y GAGs de la célula hospedadora, 
impidiendo así la interacción de las invasinas microbianas con la célula 
hospedadora e inhibiendo su internalización. 
- Captación e internalización de la LF por la célula hospedadora, de modo que la 
LF podría alcanzar el núcleo, uniéndose después a una secuencia específica 
de ADN y activando la transcripción de ciertos genes. Así, la LF podría actuar a 
través de la regulación génica sobre algunas funciones de las células 
epiteliales (por ejemplo de intestino) que incluyen el agrupamiento y ordenación 
del citoesqueleto, ambas funciones cruciales para la internalización bacteriana 
(Ashida et al., 2004). 
 
Esta actividad inhibidora de la colonización o invasión microbiana en células 
hospedadoras se ha descrito para bacterias gram negativas, como E. coli 
enteroinvasiva (Longhi et al., 1993; Di Biase et al., 2004), S. typhimurium (Bessler et 
al., 2006), Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis (Di Biase et al., 2004) y Shigella 
spp. (Willer Eda et al., 2004), y para gram positivas, como L. monocytogenes (Antonini 
et al., 1997), Streptococcus pyogenes (Ajello et al., 2002) y S. aureus (Diarra et al., 
2003). 
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Tabla 4. Actividad microbicida observada in vitro (en condiciones de laboratorio) para la LF 
y algunos de sus derivados, en distintos medios o sustratos, por distintos autores. 
 
 
Microorganismo Reactivo Medio Sensibilidad Referencia 
Actinobacillus 
actinomycetemcomitans 
hLF Solución salina + Kalmar & Arnold, 1988 
Actinobacillus 
actinomycetemcomitans 
hLF y bLF BM1 - y - Groenink et al., 1999 
Actinobacillus 
actinomycetemcomitans 
hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Burkholderia cenocepacia bLF CDM - Ammendolia et al., 2010 
Citrobacter diversus LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Citrobacter freundii LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Enterobacter aerogenes LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Enterobacter cloacae hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Enterobacter cloacae LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Enterobacter intermedius LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Enterobacter sp. LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Escherichia coli no  EP  hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Escherichia coli bLF y PDLF PYG + y + Tomita et al., 1991 
Escherichia coli bLF y LFC Peptona + y + Bellamy et al., 1992a 
Escherichia coli LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Escherichia coli LFC Peptona + Ellison, 1994 
Escherichia coli bLF, PDLF y LFC Peptona +, + y + Shin et al., 1998 
Escherichia coli bLF, PDLF y LFC PYG +, + y + Shin et al., 1998 
Escherichia coli LFC Peptona + Vorland et al., 1999 
Escherichia coli hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Escherichia coli hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Escherichia coli PDLF PYG + Chantaysakorn & Richter, 2000 
Escherichia coli PDLF Zumo zanahoria - Chantaysakorn & Richter, 2000 
Escherichia coli bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Escherichia coli LFC Peptona + Ulvatne & Vorland, 2001 
Escherichia coli hLF PBS-Tw + Nibbering et al., 2001 
Escherichia coli hLF Fosfato-TSB1% - Ulvatne & Vorland, 2001 
Escherichia coli LFC Peptona + Ulvatne et al., 2004 
Escherichia coli bLF Fosfato + Van der Kraan et al., 2004 
Escherichia coli hLF y cLF Fosfato + y + Berlov et al., 2007 
Escherichia coli bLF y AMILF Fosfato - y + Pan et al., 2007b 
Escherichia coli bLF y LFC Fosfato + y + López-Expósito et al., 2008 
Escherichia coli bLF y pLF Caldo nutritivo + y - Ramos-Clamont et al., 2010 
Escherichia coli O104:H21 PDLF PYG + Branen & Davidson, 2000 
Escherichia coli O104:H21 PDLF TSB - Branen & Davidson, 2000 
Escherichia coli O111 hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Escherichia coli O111 LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Escherichia coli O111 hLF Peptona - Odell et al., 1996 
Escherichia coli O126:B16 hLF Solución salina - Arnold et al., 1977,1980 
Escherichia coli O157:H7 LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Escherichia coli O157:H7 LFC Peptona + Venkitanarayanan et al., 1992 
Escherichia coli O157:H7 LFC Carne picada - (↓<0.8 log) Venkitanarayanan et al., 1992 
Escherichia coli O157:H7 PDLF PYG + Branen & Davidson, 2000 
Escherichia coli O157:H7 PDLF TSB + Branen & Davidson, 2000 
Escherichia coli O157:H7 bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y + Masschalck et al., 2001 
Escherichia coli O157:H7 bLF y hLF Solución salina + y + Griffiths et al., 2003 
Escherichia coli O157:H7 bLF Fosfato + Van der Kraan et al., 2004 
Escherichia coli O157:H7 bLF PYG - Murdock et al., 2007 
Escherichia coli O157:H7 hLF y bLF Cultivo celular 
(Caco-2) 
+ y + 
↓invasión 
Atef Yekta et al., 2010 
Escherichia coli EHEC bLF y LFC LB broth + y + Flores-Villaseñor et al., 2010 
Escherichia coli EPEC bLF y LFC LB broth + y + Flores-Villaseñor et al., 2010 
Fusobacterium nucleatum hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Fusobacterium nucleatum hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Helicobacter pylori bLF y rhLF BHI - y - Huynh et al., 2009 
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Continuación de Tabla 4 
Microorganismo Reactivo Medio Sensibilidad Referencia 
Klebsiella pneumoniae bLF y PDLF PYG - y + Tomita et al., 1991 
Klebsiella pneumoniae bLF y LFC Peptona - y + Bellamy et al., 1992a 
Klebsiella pneumoniae LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Klebsiella pneumoniae LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Klebsiella pneumoniae hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Klebsiella pneumoniae hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Klebsiella pneumoniae hLF PBS-Tw + Nibbering et al., 2001 
Legionella pneumophila hLF Agua desionizada + Bortner et al., 1986 
Porphyromonas gingivalis hLF Fosfato + Aguilera et al., 1998 
Porphyromonas gingivalis hLF y bLF BM1 - y - Groenink et al., 1999 
Porphyromonas gingivalis hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Porphyromonas gingivalis bLF Fosfato - Van der Kraan et al., 2004 
Prevotella intermedia hLF Fosfato - Aguilera et al., 1998 
Prevotella intermedia hLF Tris - Duchesne et al., 1999 
Prevotella intermedia hLF y bLF BM1 - y - Groenink et al., 1999 
Prevotella intermedia hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Prevotella nigrescens hLF Fosfato - Aguilera et al., 1998 
Prevotella nigrescens hLF Tris - Duchesne et al., 1999 
Proteus mirabilis LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Proteus rettgeri LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Proteus sp. LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Proteus vulgaris bLF y PDLF PYG - y + Tomita et al., 1991 
Proteus vulgaris LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Proteus vulgaris LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Pseudomonas aeruginosa hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Pseudomonas aeruginosa bLF y PDLF PYG - y + Tomita et al., 1991 
Pseudomonas aeruginosa bLF y LFC Peptona - y + Bellamy et al., 1992a 
Pseudomonas aeruginosa LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Pseudomonas aeruginosa LFC Peptona - Ellison, 1994 
Pseudomonas aeruginosa LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Pseudomonas aeruginosa bLF Fosfato + Van der Kraan et al., 2004 
Pseudomonas aeruginosa hLF Cultivo neutrófilos + Leid et al., 2009 
Pseudomonas aeruginosa hLF Tris + Andrés & Fierro, 2010 
Pseudomonas cepacia LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Pseudomonas fluorescens LFC PYG - Bellamy et al., 1992b 
Pseudomonas fluorescens LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Pseudomonas fluorescens bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Pseudomonas fluorescens bLF y AMILF Fosfato - y + Pan et al., 2007a,b 
Pseudomonas fluorescens apo-,holo- y bLF LB +, + y + Kim et al., 2008 
Pseudomonas fragi bLF y AMILF Fosfato + y + Pan et al., 2007b 
Pseudomonas putida LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Pseudomonas syringae apo-,holo- y bLF LB +, + y + Kim et al., 2008 
Salmonella abony bLF SPYE - Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella choleraesuis bLF y LFC Fosfato + y + López-Expósito et al., 2008 
Salmonella dublin bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella Enteritidis bLF y PDLF PYG - y + Tomita et al., 1991 
Salmonella Enteritidis LFCF PYG + Bellamy et al., 1992b 
Salmonella Enteritidis LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Salmonella Enteritidis bLF y LFC Peptona - y + Facon & Skura, 1996 
Salmonella Enteritidis bLF y LFC TSB - y - Facon & Skura, 1996 
Salmonella Enteritidis PDLF PYG + Branen & Davidson, 2000 
Salmonella Enteritidis PDLF TSB - Branen & Davidson, 2000 
Salmonella Enteritidis bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Salmonella hartford bLF SPYE - Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella kantucky bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella montevideo LFC Peptona + Ellison, 1994 
Salmonella newport hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Salmonella panama bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella pullorum bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella rostock bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella thompson bLF SPYE + Naidu & Arnold, 1994 
Salmonella typhi LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Salmonella typhimurium LFC Peptona + Ellison, 1994 
Salmonella typhimurium bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Salmonella typhimurium bLF y hLF Solución salina + y + Griffiths et al., 2003 
Salmonella typhimurium hLF Cultivo HeLa - ó ↓adhesión Bessler et al., 2006 
Salmonella typhimurium bLF y AMILF Fosfato - y + Pan et al., 2007b 
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Continuación de Tabla 4 
Microorganismo Reactivo Medio Sensibilidad Referencia 
Salmonella virchow bLF SPYE - Naidu & Arnold, 1994 
Serratia liquefaciens LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Serratia marcescens LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Serratia sp. LFC Peptona - Jones et al., 1994 
Shigella flexneri LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Shigella flexneri bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Shigella sonnei hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Shigella sonnei LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Shigella sonnei bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Vibrio cholerae hLF Solución salina + Arnold et al., 1977,1980 
Yersinia enterocolitica LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Yersinia enterocolitica LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Yersinia enterocolitica LFC PBS + Di Biase et al., 2004 
Yersinia enterocolitica LFC Cultivo células 
HEp-2 
↑adhesión 
↓internalización 
Di Biase et al., 2004 
Yersinia pseudotuberculosis apo- y holo-hLF Agua desionizada + y - Salamah & Al-Obaidi, 1995a,b 
Yersinia pseudotuberculosis LFC PBS + Di Biase et al., 2004 
Yersinia pseudotuberculosis LFC Cultivo células 
HEp-2 
↑adhesión 
↓internalización 
Di Biase et al., 2004 
Bacillus cereus LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Bacillus circulans LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Bacillus natto LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Bacillus sp. LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Bacillus subtilis bLF y PDLF PYG + y + Tomita et al., 1991 
Bacillus subtilis LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Bacillus subtilis LFC Peptona + Ulvatne et al., 2004 
Bacillus subtilis bLF Fosfato + Van der Kraan et al., 2004 
Bacillus subtilis bLF y AMILF Fosfato + y + Pan et al., 2007a,b 
Bifidobacterium bifidum bLF y hLF Solución salina - y - Griffiths et al., 2003 
Bifidobacterium infantis bLF y hLF Solución salina - y - Griffiths et al., 2003 
Clostridium butyricum bLF y PDLF Caldo GAM - y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium clostridiiforme bLF y PDLF Caldo GAM + y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium coccoides bLF y PDLF Caldo GAM + y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium difficile bLF y PDLF Caldo GAM + y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium innocuum bLF y PDLF Caldo GAM - y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium paraputrificum LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Clostridium paraputrificum bLF y PDLF Caldo GAM - y + Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium perfringens LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Clostridium perfringens bLF y PDLF Caldo GAM - y - Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium ramosum bLF y PDLF Caldo GAM - y + Teraguchi et al., 1995a 
Corynebacterium 
ammoniagenes 
LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Corynebacterium diphteriae LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Corynebacterium renale LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Enterococcus faecalis LFC PYG - Bellamy et al., 1992b 
Enterococcus faecalis bLF y AMILF Fosfato - y + Pan et al., 2007b 
Enterococcus sp. LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Lactobacillus acidophilus LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Lactobacillus acidophilus bLF y hLF Solución salina - y - Griffiths et al., 2003 
Lactobacillus caseii hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Lactobacillus caseii LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Lactobacillus delbrueckii bLF Yogur - (↓<0.5 log) Franco et al., 2010 
Lactococcus lactis lactis hLF Tris + Andrés & Fierro, 2010 
Listeria monocytogenes bLF y PDLF PYG + y + Tomita et al., 1991 
Listeria monocytogenes bLF y LFC Peptona + y + Bellamy et al., 1992a 
Listeria monocytogenes LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Listeria monocytogenes LFC Peptona + Wakabayashi et al., 1992 
Listeria monocytogenes LFC Peptona + Ellison, 1994 
Listeria monocytogenes PDLF PYG + Branen & Davidson, 2000 
Listeria monocytogenes PDLF TSB - Branen & Davidson, 2000 
Listeria monocytogenes hLF PBS-Tw + Nibbering et al., 2001 
Listeria monocytogenes bLF y LFC Cultivo macrófagos 
(THP-1) 
- y + ↓invasión Longhi et al., 2004 
Listeria monocytogenes hLF y cLF Fosfato + y + Berlov et al., 2007 
Listeria monocytogenes bLF PYG + Murdock et al., 2007 
Listeria monocytogenes bLF y AMILF Fosfato - y + Pan et al., 2007b 
Listeria monocytogenes bLF y LFC Fosfato + y + López-Expósito et al., 2008 
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Continuación de Tabla 4 
Microorganismo Reactivo Medio Sensibilidad Referencia 
Micrococcus sp. LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Staphylococcus aureus hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Staphylococcus aureus bLF y LFC Peptona + y + Bellamy et al., 1992a 
Staphylococcus aureus LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Staphylococcus aureus LFC Peptona + Ellison, 1994 
Staphylococcus aureus LFC Peptona + Vorland et al., 1999 
Staphylococcus aureus hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Staphylococcus aureus hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Staphylococcus aureus bLF, LFC y PDLF Fosfato -, - y - Masschalck et al., 2001 
Staphylococcus aureus hLF PBS-Tw + Nibbering et al., 2001 
Staphylococcus aureus LFC Peptona + Ulvatne & Vorland, 2001 
Staphylococcus aureus bFC Solución salina - Bai et al., 2010 
Staphylococcus aureus bLF y LFC LB broth + y + Flores-Villaseñor et al., 2010 
Staphylococcus epidermidis hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Staphylococcus epidermidis LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Staphylococcus epidermidis bLF y LFC Fosfato + y + López-Expósito et al., 2008 
Staphylococcus 
haemolyticus 
LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Staphylococcus hominus LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Staphylococcus sp. LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Streptococcus bovis bLF y PDLF PYG + y + Tomita et al., 1991 
Streptococcus bovis LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Streptococcus cremoris LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Streptococcus lactis hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Streptococcus lactis LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Streptococcus mitior hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Streptococcus mutans hLF Solución salina + Arnold et al., 1977,1980 
Streptococcus mutans hLF Agua desionizada + Arnold et al., 1981 
Streptococcus mutans hLF Glicina + Arnold et al., 1981 
Streptococcus mutans hLF Solución salina + Arnold et al., 1981 
Streptococcus mutans hLF Fosfato - Arnold et al., 1981 
Streptococcus mutans hLF Hepes - Arnold et al., 1981 
Streptococcus mutans LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Streptococcus mutans hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus mutans hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus mutans bLF Fosfato - Van der Kraan et al., 2004 
Streptococcus pneumoniae hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Streptococcus pyogenes hLF Solución salina - Arnold et al., 1980 
Streptococcus salivarius hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Streptococcus salivarius hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus salivarius hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus sanguis bLF Fosfato - Van der Kraan et al., 2004 
Streptococcus sobrinus hLF y bLF BHI - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus sobrinus hLF y bLF Agar sangre - y - Groenink et al., 1999 
Streptococcus thermophilus LFC PYG + Bellamy et al., 1992b 
Streptococcus thermophilus bLF Yogur - (↓<0.5 log) Franco et al., 2010 
Candida albicans hLF Solución salina + Arnold et al., 1980 
Candida albicans LFC Peptona + Ellison, 1994 
Candida albicans LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Candida albicans bLF y ALF Caldo SD - y + Naidu et al., 2004a 
Candida albicans bLF y ALF Cultivo epitelio 
vaginal 
- y + Naidu et al., 2004b 
Candida albicans bLF Fosfato + Van der Kraan et al., 2004 
Candida albicans hLF Fosfato + Viejo-Díaz et al., 2004 
Candida glabrata bLF y ALF Caldo SD - y + Naidu et al., 2004a 
Candida glabrata bLF y ALF Cultivo epitelio 
vaginal 
- y + Naidu et al., 2004b 
Candida parapsilosis LFC Peptona + Jones et al., 1994 
Saccharomyces cerevisiae bLF y AMILF Fosfato - y - Pan et al., 2007b 
Penicillium candidum bLF y AMILF Fosfato - y - Pan et al., 2007b 
Sensibilidad -/+, indica ausencia/presencia de actividad microbicida.  
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5.4.5- Actividad antivírica. 
 Diversos estudios atribuyen a la lactoferrina una actividad antiviral. El primero 
de estos estudios es el de Lu et al. (1987), que demostró la actividad de la LF en 
ratones infectados con el complejo viral FVC-P inductor de policitemia. Posteriormente 
se ha demostrado su actividad frente a virus con ADN o ARN, así como frente a virus 
con envoltura o desnudos. Sin embargo no se conoce bien el mecanismo de 
actuación, siendo las hipótesis más aceptadas: 
- Interacción de la LF con la célula hospedadora (Hara et al., 2002; Andersen et 
al., 2004; Waarts et al., 2005), por ejemplo con moléculas de GAGs, heparán 
sulfato y condroitín-sulfato-proteoglicanos. 
- Interacción de la LF con las partículas virales (Marchetti et al., 1996,1998), por 
ejemplo con proteínas de la envoltura vírica como las proteínas E1 y E2. 
No obstante, en ambos casos la actividad antiviral de la LF se basaría más en la 
prevención o inhibición de la adhesión y fusión viral, y su entrada a la célula 
hospedadora, más que en una actuación directa de la LF sobre la replicación vírica o 
sobre el sistema inmune (Van der Strate et al., 2001). Se considera que esta actividad 
es independiente del hierro y del ácido siálico, y que están implicados los dos lóbulos 
de la LF (N y C). En general parece ser que la bLF es más eficaz, en cuanto a 
actividad antivírica se refiere, que la hLF, y la holoforma más que la LF en su apoforma 
(Valenti et al., 1998). De igual manera, la bLF tiene en general mayor potencia 
bactericida que la hLF y que otras LFs de eficacia similar (como la canina y la porcina), 
pero sin embargo liga el hierro más débilmente (Bellamy et al., 1992a; Berlov et al., 
2007; Ramos-Clamont et al., 2010).  
 Hay estudios que demuestran la actividad antiviral de la LF frente a una gran 
diversidad de virus, tanto in vitro como in vivo. Entre éstos se encuentran trabajos que 
demuestran la eficacia de la LF frente a virus con ARN monocatenario, como 
calicivirus y poliovirus (Pan et al., 2007a), hantavirus (Murphy et al., 2000), virus de la 
hepatitis B y C (Yi et al., 1997; Ikeda et al., 1998; Hara et al., 2002), influenzavirus 
(Kawasaki et al, 1993) y virus respiratorio sincitial (Grover et al., 1997), frente a virus 
con ARN monocatenario retrotranscrito, como el virus de la inmunodeficiencia humana 
(Harmsen et al., 1995; Swart et al., 1996; Puddu et al., 1998; Berkhout et al., 2004) y 
felina (Sato et al., 1996), y virus esplénicos SFFV (Hangoc et al., 1987) y frente a virus 
con ARN bicatenario, como rotavirus (Grover et al., 1997; Superti et al., 1997,2001), y 
virus con ADN bicatenario, como adenovirus (Dechecchi et al., 2000; Arnold et al., 
2002; Di Biase et al., 2003; Pietrantoni et al., 2003), herpesvirus (Hasegawa et al., 
1994; Fujihara & Hayashi, 1995; Marchetti et al., 1996,1998; Siciliano et al., 1999; 
Seganti et al., 2001; Marchetti et al., 2004) y citomegalovirus (Hasegawa et al., 1994; 
Shimizu et al., 1996; Beljaars et al., 2004). 
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5.4.6- Actividad antifúngica. 
 Al igual que para las bacterias, en un principio se le atribuyó a la lactoferrina un 
efecto antifúngico basado en su capacidad para quelar hierro del medio pero 
posteriormente se le ha atribuido un efecto fungicida, basado en su capacidad para 
alterar la estructura y permeabilidad de pared y membrana (Viejo-Diaz et al., 2004). 
Algunos estudios indican incluso que la LF podría actuar mediante estimulación de 
mecanismos de defensa del hospedador más que por una acción antimicótica directa 
(Valenti et al., 1986; Nikawa et al., 1993,1995; Wakabayashi et al., 1996; Kuipers et al., 
1999; Xu et al., 1999; Viejo-Diaz et al., 2004; Yamaguchi et al., 2004). 
 Existen diversos estudios que describen la actividad antifúngica de la LF frente 
a mohos y levaduras patógenas, en especial frente a distintas especies de Candida 
como C. albicans. Así, se ha observado que la LF y algunos de sus derivados (como la 
lactoferricina) son activos frente a C. albicans (Bellamy et al., 1993) e incluso que la LF 
tendría un efecto sinérgico en combinación con la lisozima (Samaranayake et al., 
1997), pero sin embargo la concentración mínima inhibitoria es muy superior a la de 
otros antifúngicos existentes. 
 
5.4.7- Actividad antiparasitaria. 
 Al igual que frente a bacterias, mohos y levaduras, se ha descrito una posible 
actividad antiparasitaria de la lactoferrina frente a protozoos. De igual manera, el 
mecanismo de actuación no está completamente caracterizado y podría variar según 
la especie. Los principales mecanismos de actuación recogidos en la literatura son: 
- Interacción de la LF con el hierro del medio, quelándolo y disminuyendo su 
biodisponibilidad. Este mecanismo se ha descrito para Pneumocystis carinii 
(Weinberg, 1994; Cirioni et al., 2000). 
- Interacción de la LF con moléculas cargadas negativamente y/o proteínas de la 
superficie del parásito. Dicho efecto se ha descrito para los taquizoitos de 
Toxoplasma gondii (Cintra et al., 1986) así como para los esporozoitos de 
Eimeria stiedai y Trypanosoma brucei (Omata et al., 2001; Tanaka et al., 2004), 
disminuyendo su infectividad in vivo. 
- Interacción de la LF con receptores de la célula hospedadora, como el heparán 
sulfato, inhibiendo así la interacción del parásito con la célula. Esto se ha 
observado para Plasmodium berghei y Plasmodium spp. (Shakibaei & Frevert, 
1996; Sinnis et al., 1996). 
- Estimulación de la LF sobre la actividad de los macrófagos del hospedador. 
Este fenómeno se ha descrito para amastigotes de Trypanosoma cruzi (Lima & 
Kierszenbaum, 1987). 
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Otros estudios demuestran una actividad antiparasitaria de la LF sin especificar cuál 
podría ser su mecanismo de actuación. Así se ha descrito el efecto inhibitorio de la LF 
sobre el desarrollo intracelular de los amastigotes de Trypanosoma (Tanaka et al., 
1996) y de Plasmodium falciparum (Fritsch et al., 1987), así como un efecto lítico 
sobre trofozoitos de Giardia lamblia (Gillin et al., 1983; Turchany et al., 1995) y de 
Entamoeba histolytica (León-Sicairos et al., 2006). Sin embargo, al igual que para 
ciertas bacterias la LF podría ser utilizada a modo de sideróforo, mediando la 
captación e internalización de hierro para ciertos parásitos como Trichomonas 
vaginalis (Lehker & Alderete, 1992) y Tritrichomonas foetus (Tachezy et al., 
1996,1998). En el caso de los promastigotes de Leishmania chagasi se ha observado 
que éstos son capaces de quelar el hierro de la LF y de la transferrina sérica, pero sin 
estar implicados sideróforos ni receptores proteicos (Wilson et al., 1994). 
 
5.4.8- Actividad antioxidante. 
 Esta actividad de la lactoferrina estaría principalmente basada en su capacidad 
para quelar hierro, ya que éste actúa como catalizador de reacciones de óxido-
reducción y generación de radicales libres y de especies oxígeno reactivas o ROS 
(Cohen et al., 1992). Así, algunos estudios indican que la LF es capaz de reducir los 
niveles de ROS intracelulares inducidos por la glucosa-oxidasa, inhibiendo así el daño 
del ADN y la apoptosis celular inducida por estrés oxidativo (Matsue et al., 1994; Actor 
et al., 2009), mientras que otros proponen su uso como antioxidante en alimentos 
facilmente enranciables como aceite de maiz y harina de soja (Huang et al., 1999; 
Steijns & Van Hooijdonk, 2000). 
 Por otro lado, algunos estudios avalan la hipótesis de un efecto pro-oxidante de 
la LF según la cual podría favorecer la auto-oxidación de hierro II a hierro III y la 
formación de H2O2 y OH-. Precisamente éste podría ser el papel de la LF de los 
gránulos de macrófagos, por el cual la LF ejercería su actividad microbicida (Lassiter 
et al., 1987; Klebanoff & Waltersdorph, 1990). Este efecto pro-oxidante se ha descrito 
también en alimentos cuando se añade LF en alta concentración (Nielsen et al., 2004). 
 
5.4.9- Actividad moduladora de la respuesta inmune e inflamatoria. 
 En condiciones fisiológicas en el organismo se considera que la lactoferrina es 
un potente modulador de la respuesta inmune e inflamatoria (Bennett & Davis, 1982; 
Goldman et al., 1982; Håversen et al., 2002; Legrand et al., 2005,2006; Drago-Serrano 
et al., 2008; Actor et al., 2009; Legrand & Mazurier, 2010), pudiendo actuar como 
modulador positivo y negativo: 
- Como modulador positivo, la LF estimula la liberación de mediadores 
proinflamatorios como la interleucina 8 (IL-8), el factor de necrosis tumoral  y 
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el óxido nítrico. Además estimula la actividad citotóxica de las células natural 
killer (NK) y de las células killer activadas por linfoquinas (LAK) en procesos 
inflamatorios inducidos por infecciones (Shau et al., 1992). Estimula también la 
opsonización y la actividad fagocítica y citotóxica de las células 
polimorfonucleares y macrófagos (Lima & Kierzsenbaum, 1987; Szuster-
Ciesielska et al., 1995; Miyauchi et al., 1998; Wakabayashi et al., 2003a), y 
favorece la diferenciación y maduración de los linfocitos B y T (Actor et al., 
2009) y de las células dendríticas derivadas de los monocitos (Spadaro et al., 
2008). . 
- Como modulador negativo, la LF estimula la liberación de mediadores 
antiinflamatorios como la IL-4 y IL-10. Previene el shock séptico mediado por 
microorganismos gracias a su interacción con el LPS (Zagulski et al., 1989), y 
al quelar hierro previene la catálisis en la formación de radicales hidroxilo y 
ROS en procesos inflamatorios. 
Además se ha observado en procesos septicémicos y endotóxicos que los niveles de 
LF en plasma aumentan, debido a la liberación por exocitosis del contenido de los 
gránulos secundarios de linfocitos y macrófagos; de modo que altos niveles de LF en 
plasma pueden considerarse como un indicador temprano de estos procesos. 
 
5.4.10- Actividad antitumoral. 
 Se ha demostrado la presencia de altos niveles de lactoferrina en procesos 
tumorales, y se piensa que su papel antitumoral podría estar relacionado con distintos 
mecanismos (Van Belzen, 2002; Rodrigues et al., 2009; Tsuda et al., 2010) como: 
- Modulación del sistema inmune y estimulación de la liberación de IL-18 y de –
interferón. 
- Inducción de la entrada de las células tumorales en fase G1/S (Damiens et al., 
1999; Breton et al., 2004). 
- Inducción  de la apoptosis de las células tumorales a través de la modulación 
de la expresión génica y de la activación de la ruta de señales Fas (Fujita et al., 
2004a,b; Matsuda et al., 2007), y de la activación de las caspasas (Katunuma 
et al., 2006). 
- Inhibición de la angiogénesis. 
De este modo, diversos estudios in vitro e in vivo indican que la LF podría ser capaz 
de inhibir la tumorogénesis en distintos órganos como mama, esófago, lengua, 
pulmón, hígado y colon (Tsuda et al., 2002; Iigo et al., 2009; Duarte et al., 2010), y se 
ha visto que administrada por vía subcutánea es capaz incluso de inhibir el crecimiento 
de tumores implantados y prevenir la metástasis (Bezault et al., 1994). 
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Tabla 5. Actividad antimicrobiana observada en diversos ensayos clínicos para la 
lactoferrina y algunos de sus derivados. 
 
Microorganismo Reactivo Especie/Vía Efecto Referencia 
Escherichia coli bLF, hLF y LFC ratón/oral ↓en sistema 
urinario 
Håversen et al., 2000 
Escherichia coli rhLF rata/oral ↓en sangre e 
hígado 
Edde et al., 2001 
Escherichia coli rhLF ratón/intragástrica ↓en intestino Sherman et al., 2004 
Escherichia coli O157:H7 bLF ovino/oral ↓excrección fecal Atef Yekta et al., 2011 
Escherichia coli ETEC bLF ratón/oral ↓colonización 
intestinal 
Kawasaki et al., 2000 
Helicobacter felis rhLF ratón/oral ↓en estómago Dial et al., 2000 
Helicobacter pylori bLF ratón/oral ↓en estómago Wada et al., 1999; Wang et 
al., 2001 
Helicobacter pylori bLF humana/oral ↓en estómago Di Mario et al., 2003 
Helicobacter pylori bLF y rhLF ratón/oral ↑infección e 
inflamación 
Huynh et al., 2009 
Salmonella typhimurium bLF Ratón/oral ↓infección e 
inflamación 
Mosquito et al., 2010 
Shigella flexneri rhLF conejo/oral ↓ inflamación 
intestinal 
Gómez et al., 2002 
Yersinia 
pseudotuberculosis 
hLF ratón/IP ↓ infección 
peritoneal 
Salamah & Al-Obaidi,  2005a 
Bifidobacterium spp. bLF bebés/oral ↑en intestino Roberts et al., 1992 
Clostridium innocuum bLF ratón/oral No afecta Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium paraputrificum bLF ratón/oral ↓excrección fecal Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium perfringens bLF ratón/oral ↓excrección fecal Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium ramosum bLF ratón/oral ↓excrección fecal Teraguchi et al., 1995a 
Clostridium spp. bLF bebés/oral ↓en intestino Roberts et al., 1992 
Lactobacillus casei 
rhamnosus 
rhLF ratón/intragástrica - Sherman et al., 2004 
Listeria monocytogenes hLF ratón/oral ↓en hígado pero 
no en bazo 
Lee et al., 2005 
Staphylococcus aureus bLF ratón/oral ↓en sangre y riñón Bhimani et al., 1999 
Flora intestinal humana bLF ratón/oral ↑Bifidobacterium, 
Enterococcus y 
aerobios en ID 
Hentges et al., 1992 
Candida albicans bLF ratón/oral ↓en boca Takakura et al., 2003 
Virus de la influenza bLF ratón/oral - pero 
↓inflamación 
pulmonar 
Shin et al., 2005 
Virus del herpes simple I bLF ratón/oral - pero mejora el 
estado general 
Wakabayashi et al., 2004 
Toxoplasma gondii LFC ratón/oral e IP ↑supervivencia Isamida et al., 1998 
Trichophyton spp. bLF, hLF y LFC cobaya/oral ↓niveles Wakabayashi et al., 2000 
Efecto -, indica ausencia de efecto sobre el microorganismo. 
 
5.4.11- Actividad osteoblástica. 
 Se considera que la lactoferrina además de tener efectos mitogénicos sobre 
células como enterocitos, linfocitos B y T, y macrófagos, podría actuar como regulador 
de la morfogénesis de órganos y de tejido óseo. Hay estudios que indican que la LF 
podría favorecer la proliferación y diferenciación de osteoblastos, e inhibir su 
apoptosis. Se cree que no afecta a los osteoclastos maduros pero sí que inhibe el 
desarrollo y maduración de las células precursoras de osteoclastos, inhibiendo la 
resorción ósea. En base a esto se considera que la administración de LF podría 
representar una alternativa para el tratamiento de la osteoporosis y otras patologías 
óseas, y para favorecer la regeneración ósea (Lorget et al., 2002; Cornish et al., 2004, 
Naot et al., 2005; Cornish et al., 2006; Amini & Nair, 2011; Malet et al., 2011). 
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5.4.12- Actividad enzimática y proteolítica. 
 Como ya se indicó en el apartado de la actividad de “inhibición de la adhesión y 
colonización bacteriana”, la lactoferrina podría desempeñar una actividad proteolítica 
(probablemente de serín-proteasa) sobre factores de adhesión, colonización y 
virulencia microbianos. Se cree que esta actividad proteolítica se localiza en el lóbulo 
N de la molécula de LF, y que actuaría principalmente sobre regiones ricas en arginina 
(Hendrixson et al., 2003). En condiciones in vitro se ha observado, para la actividad 
proteolítica de la LF, una especificidad de sustrato similar a la de la tripsina, que se ve 
inhibida por inhibidores de serín-proteasas. Mediante columnas de afinidad de serín-
proteasas se ha visto que menos de un 10% de las moléculas de LF poseen esta 
actividad proteolítica (Massucci et al., 2004). 
 Se ha observado en Haemophilus influenzae que la LF degrada a la proteasa 
microbiana IgA1 y la adhesina Hap, atenuando así su virulencia y capacidad de 
colonización (Plaut et al., 1992; Qiu et al., 1998; Plaut et al., 2001). En S. flexneri es 
capaz de degradar los antígenos plasmídicos IpaB e IpaC, inhibiendo así su entrada 
en la célula hospedadora (Gomez et al., 2001,2002,2003). En E. coli enteropatogénica 
es capaz de degradar las proteínas bacterianas EspA, EspB y EspD, inhibiendo así la 
hemólisis y la adherencia sobre las células hospedadoras (Ochoa et al., 2003; Ochoa 
& Cleary, 2004; Ochoa et al., 2004). 
 Otros estudios indican que además la LF podría presentar distintas isoformas 
que podrían interaccionar con ligandos específicos y ejercer distintas actividades 
enzimáticas, como actividad de ribonucleasa (Furmanski et al., 1989; Ramaswamy et 
al., 1993; Devi et al., 1994) favoreciendo la hidrólisis y degradación del ADN y ARN 
microbianos (Zhao & Hutchens, 1994; Ye et al., 2000), ATPasa, fosfatasa e hidrolasa 
de malto-oligosacáridos (Kanyshkova et al., 2003). De momento se han aislado tres 
isoformas de LF en leche (alfa, beta y gamma), siendo la –LF la forma capaz de ligar 
hierro mientras que la β-LF y la –LF no ligan hierro pero tienen actividad enzimática. 
 
5.4.13- Absorción intestinal de hierro. 
 La lactoferrina podría desempeñar un papel nutricional interviniendo en la 
absorción intestinal de hierro (De Vet & Van Vugt, 1971) y es capaz de interaccionar 
con receptores específicos intestinales (Suzuki et al., 2001; Shin et al., 2008), por lo 
que se ha propuesto su uso como vehículo en la suplementación de hierro en 
procesos como la anemia microcítica hipocrómica (Fransson et al., 1983a; Kawakami 
et al., 1988,1993). No obstante, este posible papel de la LF en la absorción intestinal 
de hierro es un tema bastante controvertido, y así hay estudios que indican que la 
suplementación con LF no mejora la absorción o biodisponibilidad de hierro, ni en 
animales (Fransson et al., 1983a,b; Kawakami et al., 1988; Davidson et al., 1990) ni en 
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humanos (Fairweather-Tait et al., 1987; Schulz-Lell et al., 1991), e incluso hay estudios 
que indican que la LF podría inhibir la absorción de hierro (Brock, 1980). Actualmente 
la hipótesis más aceptada es que la LF está implicada en el metabolismo del hierro, 
pero no a nivel de su absorción intestinal sino como regulador en situaciones 
patológicas en las que los niveles de hierro aumentan en el organismo al ser liberado o 
movilizado de sus depósitos. 
 
5.4.14- Actividad moduladora de la coagulación 
 La lactoferrina es capaz de interaccionar con polianiones y GAGs, 
principalmente por su extremo N-terminal rico en argininas (Van Berkel et al., 1997), 
por lo que podría interaccionar con la heparina. Como consecuencia de esta 
interacción, la heparina se vería neutralizada e inactivada y su actividad anticoagulante 
resultaría bloqueada (Wu et al., 1995b). 
 
5.4.15- Activación transcripcional 
 Hay estudios que indican que la lactoferrina podría ser capaz de penetrar en 
las células, alcanzando el núcleo y uniéndose entonces a una secuencia específica del 
ADN, actuando así como un factor activador de la transcripción (Bennet et al., 1986; 
Fleet, 1995; He & Furmanski, 1995; Kanyshkova et al., 1999). 
 
5.4.16- Otras actividades 
 Entre ellas podemos mencionar: 
 Modulación de la angiogénesis. La LF podría regular la neovascularización 
mediante la modulación de factores como el factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento endotelial (VEGF) y la 
interleucina IL-18 (Shimamura et al., 2004; Kim et al., 2006; Mader et al., 
2006; Amini & Nair, 2011). 
 Modulación del metabolismo lipídico. La LF podría actuar disminuyendo los 
niveles plasmáticos de triglicéridos y ácidos grasos, así como de colesterol 
hepático (Takeuchi et al., 2004), reduciendo el acúmulo de grasa visceral y 
ejerciendo un efecto antiadipogénico, que podría ser útil en el tratamiento 
de la obesidad (Ono et al., 2010). Otros estudios indican que además 
reduce los niveles de grasa y triglicéridos en piel, por lo que podría ser útil 
para el tratamiento del acné (Kim et al., 2010). 
 Regulación de la mielopoyesis. Éste es un efecto bastante controvertido y 
que aún no se conoce bien, pero algunos estudios indican que podría estar 
mediado por la liberación de corticosteroides a nivel de las glándulas 
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adrenales inducida por la LF (Broxmeyer & Platzer, 1984; Artym & Zimecki, 
2007; Zimecki et al., 2009). 
 Efecto analgésico. Igualmente es un efecto controvertido y poco estudiado, 
pero algunos estudios indican que la LF podría tener un efecto analgésico, 
antinocioceptivo y/o potenciador de analgésicos opioides, quizás mediante 
un mecanismo mediado por el óxido nítrico (Hayashida et al., 2003,2004; 
Tsuchiya et al., 2006). 
 Regeneración cutánea. La LF podría ayudar a la reparación cutánea y de 
heridas, mediante la inducción de síntesis de GAGs (como el hialuronato) y 
de colágeno tipo I por fibroblastos, así como favoreciendo la proliferación y 
movilidad de éstos (Tang et al., 2010; Saito et al., 2011). 
 
5.5- Aplicaciones comerciales y usos actuales.  
 Como consecuencia de todas las posibles actividades anteriormente descritas, 
actualmente se considera a la lactoferrina como una proteína multifuncional con una 
gran variedad de usos y aplicaciones. A nivel industrial se obtiene principalmente a 
partir de suero de quesería y leche, en los que aparece con una concentración media 
de 0.05 mg/ml y 0.16 mg/ml respectivamente, alcanzando en queso un nivel medio de 
unos 0.99 mg/g (Dupont et al., 2006). Los métodos para el aislamiento y purificación 
de la LF a partir de estos productos están basados en el carácter catiónico de la 
proteína, empleando técnicas de cromatografía de intercambio iónico o absorción en 
membranas acídicas, como: 
- cromatografía de separación en columnas CM-sephadex 
- cromatografía de afinidad en columnas Cibachron Blue-sepharose 
- cromatografía de afinidad en columnas de heparina “cross-linked” 
- cromatografía de afinidad en columnas de ADN-agarosa 
Existen además métodos que permiten la desaturación de hierro de la LF, es decir, la 
transformación de la holoforma en apoforma, como: 
- diálisis en acetato y filtración en gel 
- diálisis en ácido cítrico 
- filtración en columnas de resinas iónicas 
Una vez aislada y purificada, la LF se concentra, ultrafiltra, pasteuriza y liofiliza, 
obteniéndose finalmente un producto con un 95% de pureza (Tomita et al., 2002). Se 
está desarrollando un método para la obtención y purificación de LF en su apoforma, 
basado en la aplicación de pulsos eléctricos en medios con alta fuerza iónica, que 
podría incluso permitir la modificación de las propiedades físicoquímicas de la 
molécula (Sui et al., 2010). 
 En la actualidad la LF bovina se produce a nivel industrial, superando las 60 
t/año, por compañías como Armor Proteins en Francia, DMV International Nutritionals 
en los Países Bajos, DOMO en Bélgica, Fonterra y Tatua Nutritionals en Nueva 
Zelanda, Glanbia Nutritionals for Life en Wisconsin (USA), MG Nutritionals en 
Australia, MILEI en Alemania, Morinaga Milk Industry en Japón y NutriScience 
Innovations en Connecticut (USA). Existen además compañías biofarmaceúticas 
dedicadas a la producción de LF recombinante humana (rhLF), como Agennix en 
Texas (USA), Pharming en los Países Bajos y Ventria Bioscience en Carolina del 
Norte (USA). Los sistemas de expresión para esta rhLF son muy variados, e incluyen 
animales (como ratones, conejos, vacuno, ovino, aves e insectos), vegetales (como 
arroz, maíz, cebada, ginseng, patata, tomate y tabaco), mohos (como Aspergillus, 
Saccharomyces y Pichia), virus (como Baculovirus y Pseudoadenovirus), y cultivos in 
vitro de células vegetales y animales (Conesa et al., 2010). 
 Entre los distintos estudios que se están realizando sobre la LF de cara a su 
aplicación en distintos campos y posibles aplicaciones terapéuticas, se encuentran: 
- Antimicrobiano en humana y veterinaria. Diversos estudios parecen indicar que 
la administración por vía oral de LF podría reducir las infecciones bacterianas 
gastrointestinales (Teraguchi et al., 1995a,b; Wada et al., 1999; Di Mario et al., 
2003; Sherman et al., 2004; Teraguchi et al., 2004; Lee et al., 2005) e incluso 
las causadas por protozoos (Isamida et al., 1998). Así por ejemplo, un reciente 
estudio en ratones infectados experimentalmente con S. typhimurium indica 
que la LF por vía oral podría ser capaz de disminuir la mortalidad, los síntomas 
clínicos, las lesiones en mucosa intestinal, y la inflamación de distintos órganos 
como hígado, cerebro, bazo e intestino (Mosquito et al., 2010). Sin embargo, la 
administración de LF por vía intravenosa, intramuscular o intraperitoneal, 
probablemente presentaría escaso o nulo efecto, ya que la LF es rápidamente 
eliminada del organismo, aunque existe un estudio que indica que la 
administración intravenosa de la LF en ratones podría tener un efecto protector 
frente a dosis letales de E. coli (Zagulski et al., 1989). La LF podría así 
emplearse como antibiótico natural o incluso como potenciador del efecto de 
otros agentes antimicrobianos naturales (como la lisozima o la lactoperoxidasa) 
o sintéticos ya empleados y/o frente a los que los microorganismos han 
desarrollado ya resistencias, como la eritromicina, minociclina, rifampicina y 
cloranfenicol (Soukka et al., 1991; Chimura et al., 1993; Naidu & Arnold, 1994; 
Wakabayashi et al., 1996; Fowler et al., 1997; Vorland et al., 1999b; 
Wakabayashi et al., 2002). 
- Prevención y tratamiento de sepsis y diarreas neonatales. Basándose en la 
actividad antimicrobiana de la LF, así como en su capacidad para promover la 
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proliferación de bacterias beneficiosas como Lactobacillus y bifidobacterias, se 
están llevando a cabo estudios para su administración en el tratamiento de 
infecciones intestinales pediátricas (Ochoa & Cleary, 2009). En un estudio 
(Manzoni et al., 2009) realizado en la Unidad de Neonatología y Cuidados 
Intensivos Neonatales del Hospital de Santa Ana (en Turín, Italia) se investigó 
la capacidad de la LF (acompañada o no del probiótico Lactobacillus 
rhamnosus, LGG) para prevenir la sepsis neonatal. Este estudio se realizó 
sobre 472 neonatos de menos de 1.5 kg, de los cuales 153 recibieron bLF (100 
mg/día) por vía oral, 151 recibieron bLF combinada con LGG, y el resto recibió 
un placebo. El tratamiento se aplicó durante 30-40 días, dando como resultado 
45 casos de sepsis tardía; pero la incidencia fue menor en los neonatos que 
recibieron el tratamiento de bLF sola o combinada con LGG (5%) que en los 
que recibieron el placebo (17%). Los casos que aparecieron de sepsis se 
debieron tanto a bacterias como a mohos, no aparecieron efectos adversos ni 
intolerancias, y la mortalidad fue nula en el grupo de neonatos que recibieron 
tratamiento, frente al 5% en el grupo placebo. 
- Aditivo para la seguridad de los alimentos. Se está investigando el posible 
empleo de la LF en alimentos, como por ejemplo como integrante de envases 
bioactivos. Así, la LF combinada con lisozima e incorporada en películas de 
quitosano podría ser capaz de disminuir la carga microbiana en alimentos en 
magnitud similar a la del EDTA, esto es en 3 unidades logarítmicas para L. 
monocytogenes y en casi 0.5 unidades para E. coli O157:H7 (Brown et al., 
2008). Actualmente, en Estados Unidos la bLF está reconocida como GRAS y 
está permitido su uso en forma de spray (en concentración inferior o igual al 2 
%) sobre canales y piezas cárnicas con fines antimicrobianos, siempre que se 
aplique en concentraciones inferiores a 0.2 ml/kg para canales, 0.56 ml/kg para 
piezas cárnicas y 2.5 ml/kg para cortes cárnicos. Todos estos productos deben, 
no obstante, ser etiquetados como tales y ser sometidos a los procesos o 
tratamientos habituales de la carne, como lavado con agua o con ácido láctico 
(Taylor et al., 2004). En Japón está incluida en la “Lista de aditivos 
alimentarios” y considerada como “aditivo natural permitido”. En la Unión 
Europea la bLF está considerada como un “nuevo ingrediente alimentario” 
sometido a la “Nueva Regulación de Alimentos” (EC nº 258/97), que establece 
un nivel máximo de incorporación a las fórmulas infantiles de 750 mg/kg polvo 
ó 95 mg/l, y una ingesta diaria entre 40-900 mg/día cuando se añade a otros 
alimentos destinados a otros grupos poblacionales. Esta regulación implica 
además que el producto debe llevar indicada la presencia y origen de la LF. 
- Otras aplicaciones de la LF sobre las que se está investigando incluyen: 
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 Tratamiento de procesos cutáneos como dermatitis y dermatofitosis 
(Wakabayashi et al., 2000; Yamauchi et al., 2000). 
 Tratamiento de heridas y úlceras crónicas (como úlceras por diabetes, 
por presión o varices), aplicada en forma de hidrogel en apósitos y 
combinada con xilitol (Ammons et al., 2011a). 
 Tratamiento de la candidiasis oral (Takakura et al., 2003). 
 Prevención del cáncer de colon (Tsuda et al., 2002). 
 Tratamiento del cáncer y metástasis (Iigo et al., 1999). Por ejemplo, la 
Talactoferrina (TLF) de los laboratorios Agennix es una rhLF y se 
encuentra en la fase 2 de estudios clínicos para evaluar su actividad, 
eficacia y seguridad por vía oral en pacientes con carcinoma renal 
metastásico refractario, y de momento parece ser bien tolerada y 
carecer de toxicidad (Jonasch et al., 2008), y se encuentra en fase I 
para el tratamiento por vía oral de otros tipos de cáncer y por vía tópica 
para el tratamiento de úlceras e infecciones (Drago-Serrano, 2007). 
 Tratamiento del cáncer y ayuda a la recuperación de pacientes 
sometidos a quimioterapia. En la actualidad la empresa Fonterra está 
investigando la administración de LF en helados de cara a la 
recuperación de pacientes de cáncer y sometidos a quimioterapia. 
Otras investigaciones están más enfocadas al tratamiento de 
desórdenes metabólicos, anemias y déficits de hierro en pacientes 
sometidos a quimioterapia (Macció et al., 2010; Pulina et al., 2010). 
En la literatura prácticamente no hay descritos efectos tóxicos de la LF y 
existen investigaciones clínicas que afirman que no han detectado efectos 
adversos de la bLF administrada de las siguientes formas (Naidu, 2000): 
- En fórmulas infantiles suplementadas con bLF en niveles de 0.1 a 1 g/l y 
administradas durante 3-5 meses, o en niveles de 2.8 g/l durante 14 días. 
- Administrada por vía oral a pacientes de cáncer, en niveles de 1.6 g/día 
durante 6 meses. 
- Administrada por vía oral a ratas y ratones, en niveles de 20 g/l de leche 
durante 14 días, o en niveles de 20 g/kg de pienso durante 30 semanas. 
- Administrada por vía intraperitoneal a ratas, en niveles de 100 mg/kg de peso 
corporal. 
En el caso de la rhLF hay estudios que indican la ausencia de toxicidad 
administrada en niveles de 2 g/kg de peso corporal/día en ratas, administrada por 
vía nasogástrica durante 13 semanas (Appel et al., 2006). Por otro lado, hay que 
tener en cuenta la ingesta habitual de LF procedente de la leche de vaca, que 
varía entre 10 y 1200 mg/día, considerándose una ingesta media diaria de 73 mg 
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en niños, 75 mg en adolescentes y 50 mg en adultos, mientras que en lactantes la 
ingesta diaria de hLF está comprendida entre 1 y 4 g. En base a esto se han 
establecido unos niveles máximos de ingesta diaria admisible (ADI) para la bLF de 
3.6 g para adultos y 2.9 g para niños (EIC, 2001). 
El hecho de que LF sea una proteína bioactiva presente en leche, junto con 
su aparente inocuidad y con las múltiples actividades y aplicaciones que podría tener, 
ha dado lugar al desarrollo y comercialización de multitud de productos (como se 
muestra en la Figura 3). Sin embargo, para muchos de estos productos los beneficios 
o indicaciones señaladas por los fabricantes no han sido aún aprobados por la FDA. 
Hay que tener en cuenta por tanto que para estos productos no sólo no se ha 
comprobado aún su efectividad sino tampoco su inocuidad. Y no hay que olvidar que 
la administración de LF podría dar lugar al desarrollo de alergias e intolerancias, 
podría estar contraindicada en ciertas infecciones y en ciertas patologías, como se 
describe al final de esta sección. Entre los distintos productos que contienen LF, que 
se están comercializando y que no están reconocidos como GRAS por la FDA (al 
menos de momento) se encuentran: 
- Cápsulas y pastillas de LF. Indicadas para su uso como prebiótico, 
antioxidante, antienvejecimiento, tratamiento de afecciones cutáneas, e incluso 
para el tratamiento y/o prevención del cáncer. 
- Fórmulas y leches infantiles suplementadas con LF. Se comercializan 
principalmente en Japón, Corea e Indonesia (ya que en estos países la LF está 
incluida en la lista de aditivos alimentarios permitidos), y están indicadas como 
prebiótico, para la prevención de sepsis y diarreas neonatales, y para la 
absorción intestinal de hierro. 
- Dentífricos, colutorios y chicles. Indicados para la higiene bucal, para el 
tratamiento de infecciones como gingivitis y periodontitis, y para el tratamiento 
de la halitosis y de la xerostomía e hiposialia. 
- Bebidas de lácteos y zumos, suplementadas con LF. Indicadas principalmente 
para su uso en deportistas como prebiótico, antioxidante, antienvejecimiento y 
antiinflamatorio. 
- Tónicos, jabones y cremas. Indicadas para el cuidado de la piel y tratamiento 
antiacné. 
- Cremas y tónicos faciales. Indicados como hidratante, antienvejecimiento, 
antimanchas, e incluso para la recuperación tras cirugías faciales e implantes 
de ácido hialurónico. 
- Soluciones oftálmicas. Indicadas para el tratamiento de infecciones oculares 
como blefaritis y conjuntivitis. 
- Diversas presentaciones de LF en polvo, ampollas y píldoras. Indicadas para 
todo lo recogido anteriormente. 
- Productos de uso veterinario. Como alimento, reforzador del sistema inmune, 
potenciador del estado general y prebiótico para perros y peces, para el 
tratamiento de infecciones óticas en perros y gatos, y de infecciones cutáneas 
en reptiles (Debbabi et al., 1998; Kakuta, 1998; Sakai et al., 1995). 
- Se está comercializando también en la actualidad el “Lacromin” de los 
laboratorios Ventria Bioscience, que contiene rhLF. Está indicado para su uso 
como promotor del crecimiento de cultivos celulares in vitro. 
- En la actualidad los laboratorios Nikken están desarrollando dos formas de 
presentación de bLF, ambas aún pendientes de aprobar como GRAS por la 
FDA, que son el “Lactoferrin Gold 1.8™“ (indicado como prebiótico, reforzador 
del sistema inmune, antioxidante y antienvejecimiento) y el “Osteodenx™“ 
(indicado para el refuerzo y regeneración ósea, y tratamiento de la 
osteoporosis).  
Además de todos estos posibles usos o aplicaciones, debido a que en ciertos 
procesos patológicos e inflamatorios los niveles de LF en el organismo aparecen muy 
aumentados, se ha propuesto su uso como marcador y herramienta diagnóstica 
(Cheng et al., 2007; Hayakawa et al., 2009). De este modo, altos niveles de LF en 
ciertas localizaciones del organismo podrían ser indicativos de procesos como colitis 
ulcerosa, enfermedad de Crohn, cirrosis, ascitis, pancreatitis crónica, mastitis, 
adenocarcinoma de la glándula parótida, carcinoma prostático, carcinoma folicular de 
tiroides, carcinoma renal, carcinoma intestinal, carcinoma mamario y metaplasia 
intestinal.  
 A pesar de todas estas múltiples aplicaciones de la LF y de su aparente 
inocuidad o falta de toxicidad, van apareciendo distintos estudios desmintiendo alguno 
de sus potenciales efectos, o indicando posibles efectos adversos y/o 
contraindicaciones. Entre éstos encontramos: 
 
 La administración de LF podría estar contraindicada en algunas patologías 
autoinmunes como el lupus eritematoso, la artritis reumatoide, la colangitis 
primaria esclerosante y la diabetes tipo 1, que podrían verse exacerbadas 
por la administración de esta proteína (Taniguchi et al., 2003; Caccavo et 
al., 2005). También podría dar lugar al desarrollo de procesos alérgicos en 
individuos sensibles. 
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Figura 3. Productos de LF actualmente comercializados a través de internet, parafarmacias o  
farmacias. 1)- Cápsulas, pastillas y ampollas, indicadas para su uso como prebiótico, 
antioxidante, antienvejecimiento, complemento nutricional e incluso tratamiento del cáncer. 2)- 
Fórmulas y leches infantiles, suplementadas con LF. 3)- Lácteos, zumos y productos en polvo, 
indicados como prebiótico, antioxidante, antienvejecimiento y antiinflamatorio. 4)- Cremas, 
tónicos y jabones, para el cuidado de la piel y tratamiento antiacné. 5)- Soluciones, píldoras y 
cremas, para el tratamiento de afecciones oculares y cutáneas. 6)- Tónicos y cremas, para el 
cuidado de la piel y recuperación post-cirugía. 7)- Dentífricos, cremas, colutorios y chicles, para 
la higiene bucal, y el tratamiento de infecciones e hiposialia. 8)- Productos de uso veterinario, 
indicados como prebiótico, complemento y para el tratamiento de infecciones óticas y cutáneas. 
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 La administración de LF podría estar contraindicada en algunos procesos 
infecciosos, ya que algunos patógenos son capaces de aprovechar la LF 
como una fuente de hierro, como por ejemplo C. jejuni (Miller et al., 2008), 
Moraxella y Neisseria (Blanton et al., 1990; Campagnary et al., 1994; Yu & 
Schrivers, 2000; Beddek & Schrivers, 2010), H. influenzae (Vogel et al., 
1997), Legionella pneumophila (Byrd & Horwitz, 1991), H. pylori (Dhaenens 
et al., 1997), P. aeruginosa (Xiao & Kisaalita, 1997), A. hydrophila (Ascencio 
et al., 1992), S. uberis (Fang & Oliver, 1999) y S. aureus (Paulsson et al., 
1994), y parásitos como Leishmania chagasi (Wilson et al., 1994,2002), 
Tritrichomonas foetus (Grab et al., 2001) y Toxoplasma gondii (Dziadek et 
al., 2005). 
 La administración oral y la presencia de LF en saliva favorece la formación 
de agregados y biofilms de ciertos microorganismos implicados en la placa 
y caries dental, como Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis 
(Alugupalli & Kalfas, 1996; Aguilera et al., 1998; Berlutti et al., 2004). De 
forma similar, Prevotella nigrescens y Prevotella intermedia son capaces de 
degradar proteolíticamente la LF y aprovechar el hierro unido a ésta, 
pudiendo dar lugar a afecciones periodontales como gingivitis y piorrea 
(Duchesne et al., 1999) 
 La administración de LF podría estimular la replicación del virus de la 
leucemia humana de células T (Moriuchi et al., 2001).  
 La bLF y rhLF no sólo no serían eficaces para el tratamiento de úlceras y 
gastritis por H. pylori, sino que in vitro e in vivo (en ratones) podrían 
aumentar el crecimiento microbiano y las lesiones e inflamación gástrica 
(Huynh et al., 2009).   
 En pacientes con fibrosis quística, se ha visto que la administración de LF 
podría disminuir la eficacia o inducir tolerancia de P. aeruginosa a 
antibióticos aminoglicósidos normalmente eficaces frente a este 
microorganismo, como la tobramicina y gentamicina. Esto podría deberse al 
cambio en la fisiología bacteriana inducido por la LF, que causa una 
despolarización de membrana, lo que interferiría en la captación del 
antibiótico por el microorganismo que depende del potencial eléctrico 
transmembrana, produciéndose así una tolerancia transitoria al no ser 
captado el antibiótico y no poder ejercer su acción (Andrés et al., 2005). 
 La administración de hLF por vía oral a pacientes con neutropenia 
sometidos a quimioterapia para el tratamiento de la leucemia, no disminuye 
la incidencia de aparición de infecciones bacterianas (Trümpler et al., 1989).   
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 La administración o exposición reiterada a la LF y/o sus derivados podría 
dar lugar al desarrollo de resistencias. Se ha visto que en condiciones in 
vitro, la exposición bacteriana durante cientos de generaciones a péptidos 
catiónicos puede inducir el desarrollo de resistencias (Perron et al., 2006). 
De hecho ya se conocen algunos de los mecanismos de resistencia y 
adaptación que han desarrollado algunas bacterias frente a ciertos péptidos 
catiónicos del sistema inmune innato, e incluyen estrategias como cambios 
en la composición y cargas de la envoltura microbiana, expulsión del 
péptido mediante bombas de membrana, degradación por proteasas y 
aumento de la secreción de polisacárido capsular (Peschel, 2002; Ulvatne 
et al., 2002; Campos et al., 2004). 
 
5.6- Derivados de la lactoferrina. 
 
5.6.1-  Lactoferricina. 
 Cuando la lactoferrina es digerida por la pepsina se generan tres péptidos de 
menos de 6 kDa, los cuales proceden de la región N-terminal de la LF, tienen carácter 
básico, puntos isoeléctricos de entre 9.3 y 12.4, y carecen de capacidad para quelar 
hierro (Dionysius & Milne, 1997). Este hidrolizado de LF con la enzima pepsina (PDLF 
– “pepsin digested lactoferrin”) se considera que es más resistente a la temperatura 
que la LF nativa, conservando su poder bactericida tras su autoclavado (a 121 ºC 
durante 15 minutos) y liofilización, mientras que la LF nativa pierde su actividad 
bactericida tras 5 minutos a 100ºC (Tomita et al., 1991). En general se considera que 
la PDLF tiene una actividad antimicrobiana más potente que la LF y que su espectro 
es mayor (Bellamy et al., 1992b; Wakabayashi et al., 1992; Yamauchi et al., 1993; 
Jones et al., 1994). De los tres péptidos que constituyen la PDLF uno de ellos, llamado 
péptido I, tiene un peso molecular de 3195 Da y es el que se conoce con el nombre de 
lactoferricina (LFC). El segundo péptido tiene un peso molecular de 2673 Da, y es un 
heterodímero formado por los residuos 1 a 16 y 43 a 48 de la LF. El tercer péptido 
tiene un peso molecular de 5851 Da, está constituido por los residuos 1 a 5 y 43 a 47 
de la LF formando parte de dos cadenas peptídicas unidas por un puente disulfuro, y 
presenta una actividad antimicrobiana comparable a la de la LF nativa, siendo el 
menos potente de los tres péptidos de la PDLF (Dionysius & Milne, 1997). Cuando la 
LF es ingerida por vía oral parte escapa al ataque de la pepsina en estómago pero otra 
parte es hidrolizada y digerida (PDLF), coexistiendo la LF, LFC y los otros dos 
péptidos de la PDLF en el tracto gastrointestinal (Spik et al., 1982), pudiendo aparecer 
además otros péptidos y formas de LF hidrolizada de manera incompleta (Kuwata et 
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al., 1998). A su vez, se ha visto que la LFC puede ser rápidamente degradada por 
ciertas bacterias lácticas como L. delbrueckii y S. thermophilus (Paul & Somkuti, 2010). 
 La lactoferricina es un péptido catiónico que deriva de la hidrólisis por la 
pepsina gástrica del lóbulo N de la LF, y consta de 25 residuos aminoacídicos (del 17 
al 41 del extremo N-terminal de la LF) en la de origen bovino, mientras que en la de 
origen humano procede de dos fragmentos de la hLF (del 1 al 11 y del 12 al 47) unidos 
entre sí por un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina (Dionysius & Milne, 
1997; Wakabayashi et al., 2003b), y presenta una –hélice y una β–lámina. Además 
de en el tracto digestivo, la LFC se ha observado en otras localizaciones como 
secreciones mucosas y fluido broncoalveolar de pacientes con fibrosis quística y con 
otras patologías pulmonares crónicas, pero no se sabe de dónde procede o si se 
genera allí mismo (Ghafouri et al., 2002), y además se han encontrado también altos 
niveles de LF nativa (Thompson et al., 1990). Diversos estudios indican que su 
actividad y espectro bactericida son mayores (entre 3 y 25 veces) que los de la LF 
nativa (Tomita et al., 1991; Bellamy et al., 1992b; Dionysius & Milne, 1997; Gifford et 
al., 2005), lo que quizás podría explicarse por su menor tamaño que presentaría 
menor impedimento estérico en la superficie microbiana y podría actuar más 
fácilmente sobre la membrana interna. Además se considera que la LFC bovina exhibe 
mayor potencia bactericida que la humana, murina y caprina, quizás por su mayor 
proporción de residuos básicos (Vorland et al., 1998; Ueta et al., 2001). 
 Como ya se ha indicado, la LFC carece de la región y capacidad quelante de 
hierro de la LF nativa, pero se considera que su mecanismo de acción microbicida es 
probablemente similar al de la LF y otros péptidos catiónicos. De este modo la LFC, al 
igual que la LF, interaccionaría electrostáticamente con moléculas cargadas 
negativamente de la membrana y pared microbianas causando su desestabilización, 
desestructuración, despolarización, y alterando su permeabilidad (Yamauchi et al., 
1993; Ulvatne et al., 2001; Hunter et al., 2005; Flores-Villaseñor et al., 2010), y podría 
también interaccionar con porinas de membrana como la OmpC y PhoE (Sallmann et 
al., 1999). Además se ha observado que la LFC es capaz de inducir daños a nivel 
citoplasmático y se ha llegado a localizar en el interior de microorganismos como E. 
coli y S. aureus, lo que indica que atravesar la pared y membrana bacterianas y 
ejercer su actividad a nivel intracitoplasmático (Haukland et al., 2001; Van der Kraan et 
al., 2005b), donde podría interaccionar con gran cantidad de moléculas polianiónicas 
como ácidos nucleicos y proteínas, alterando la biosíntesis de macromoléculas 
(Ulvatne et al., 2004). Su eficacia bactericida alcanza el máximo en 1 hora (Ellison, 
1994). Se ha demostrado para una gran variedad de bacterias gram positivas como B. 
subtilis, C. perfringens, C. diphteriae, L. monocytogenes, S. aureus, S. bovis y S. 
mutans, y de gram negativas como C. jejuni, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. 
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aeruginosa, S. enteritidis y Y. enterocolitica, así como frente a levaduras como 
Candida (Tomita et al., 1991; Bellamy et al., 1992b; Jones et al., 1994), presentando 
sin embargo gran resistencia E. faecalis, B. bifidum, Proteus spp., P. cepacia, P. 
fluorescens y Serratia spp. Junto con esta actividad microbicida, se considera que la 
LFC comparte muchas otras actividades biológicas con la LF nativa (Wakabayashi et 
al., 2003b; Haug et al., 2007), como son: 
- Actividad antiparasitaria frente a protozoos (Turchany et al., 1995; Isamida et 
al., 1998; León-Sicairos et al., 2006). 
- Actividad antioxidante (Wakabayashi et al., 1999). 
- Actividad inmunomoduladora (Mattsby-Baltzer et al., 1996; Shinoda et al., 
1996; Miyauchi et al., 1998; Britigan et al., 2001; Ueta et al., 2001). 
- Actividad antitumoral (Roy et al., 2002; Yang et al., 2002), probablemente 
mediada por la apoptosis inducida por MAP quinasas (Sakai et al., 2005) y/o 
por la generación de ROS sobre células tumorales (Yoo et al., 1997). 
- Actividad mitogénica e inductora del factor de crecimiento nervioso (NGF) en 
fibroblastos (Shinoda et al., 1993). 
- Actividad inhibidora de la coagulación y de la agregación plaquetaria (Leveugle 
et al., 1993). 
- Actividad antihipertensora (Ruiz-Giménez et al., 2010), probablemente por 
inhibición de la enzima convetidora de angiotensina I (ACE). 
Actualmente, debido a todas sus posibles aplicaciones, se está estudiando la 
producción a gran escala de LFC y de otros péptidos catiónicos derivados de la LF, 
mediante la digestión con pepsina y purificación mediante resinas de intercambio 
iónico. Este sistema permite obtener 14 g de LFC por cada kg de lactoferrina, 
habiéndose observado que la cantidad de LFC obtenida no se ve afectada por el grado 
de saturación de hierro de la LF, que sí afecta a otros péptidos; así, un bajo grado de 
saturación favorece la obtención de péptidos de pequeño tamaño molecular, mientras 
que un alto grado de saturación favorece la obtención de péptidos de mayor tamaño 
(Chan & Li-Chan, 2007). 
 De forma similar a la digestión de la LF con pepsina para la obtención de LFC, 
se ha investigado también la digestión con quimosina. Se obtienen así cuatro péptidos, 
uno de ellos idéntico a la LFC, otro igual a la LFC pero con una alanina C-terminal, 
otro con una alanil-leucina C-terminal y el cuarto es un heterodímero con un puente 
disulfuro. Todos ellos presentan actividad bactericida frente a Gram positivos y Gram 
negativos (Hoek et al., 1997). Se ha investigado también el hidrolizado de LF 
resultante tras su tratamiento térmico a 120 ºC durante 15 minutos a pH ácido (2.0), y 
se ha visto que presenta mayor potencia bactericida en condiciones in vitro frente a E. 
coli O111 que la molécula nativa (Saito et al., 1991). 
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5.6.2- Modificaciones químicas de la lactoferrina. 
 Se ha observado que la amidación química de la lactoferrina incrementa el 
efecto bactericida de la molécula, probablemente al incrementar la carga neta positiva 
de ésta. La LF amidada (AMILF) presenta un patrón electroforético en el que se 
aprecia una muy ligera disminución del peso molecular de la LF nativa, apareciendo 
además una banda de alto peso molecular (superior a 200 kDa) que podría resultar de 
la interacción y polimerización entre moléculas amidadas. Esta AMILF presenta mayor 
actividad bactericida que la LF nativa frente a bacterias gram negativas como E. coli, 
P. fluorescens, P. fragi y S. typhimurium, y gram positivas como B. subtilis, E. faecalis 
y L. monocytogenes, pero no frente a otros microorganismos como Penicillium 
candidum y Saccharomyces cerevisiae (Pan et al., 2007a,b). 
 Sin embargo otras modificaciones químicas de la LF, como por ejemplo la 
acilación, disminuyen la eficacia antimicrobiana de la molécula nativa tanto frente a 
bacterias como virus, lo que podría deberse al incremento en la carga neta negativa de 
la LF (Pan et al., 2007a). 
 
5.6.3- Lactoferrina activada. 
 La lactoferrina activada (ALF), también llamada lactoferrina estabilizada o 
inmovilizada, es una preparación protegida por una patente (Naidu, 2001). Su forma 
comercial se denomina “activin™” y su composición incluye LF bovina con el extremo 
N-terminal modificado (con un polisacárido rico en galactosa o un carrageno unido), 
bLF libre (sin modificar), EDTA, cloruro sódico, ácido cítrico y bicarbonato sódico. Se 
considera que es varias veces más potente que la LF nativa y que presenta actividad 
antimicrobiana, impidiendo la colonización y adhesión microbianas, inhibiendo el 
crecimiento y multiplicación, y neutralizando endotoxinas, no afectando sin embargo a 
la flora comensal (Naidu, 2002; Naidu & Nimmagudda, 2003; Naidu et al., 2003). Su 
uso está aprobado desde el año 2001 por la USDA/FDA en carne fresca y canales, y 
se emplea en forma de spray en concentración entre un 1 y 4% aplicado 
electrostáticamente. La fabrican los laboratorios DMV International Nutritionals, y es 
empleada por la empresa National Beef Company (USA) formando parte del 
procesado y lavado de las canales, que incluye además distintos pasos de lavado en 
agua fría y caliente, y en ácido láctico. Se considera que aplicada de esta forma actúa 
como un potente antimicrobiano que previene la proliferación bacteriana y la adhesión 
a la carne, siendo eficaz frente a más de 30 especies bacterianas de los géneros 
Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Brochotrix, Campylobacter, Deinobacter, 
Deinococcus, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Listeria, 
Methylobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, 
Staphylococcus, Streptococcus y Yersinia (Naidu, 2001; Naidu, 2002), y frente a 
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Candida spp. (Naidu et al., 2004a,b). La ALF está así reconocida como GRAS en 
Estados Unidos por la FDA siempre que sus niveles en carne no superen los 65.2 
mg/kg (FDA/CFSAN, 2001). La patente de esta LF activada indica otras posibles 
aplicaciones además de la conservación de carne y canales, que incluyen su uso para 
la higiene y salud bucal, cuidado y desinfección de heridas, y su uso como 
nutracéutico (Naidu, 2001; Naidu & Nimmagudda, 2003).    
 
5.6.4- Otros derivados. 
 Se están investigando diversos péptidos catiónicos anfipáticos derivados de la 
LF y obtenidos por síntesis química, como: 
 La lactoferrampina (LFamp), un péptido catiónico obtenido en laboratorio, 
derivado de la bLF y constituido por los residuos 268 a 284 de ésta. Al igual 
que para la LFC, se considera que debido a su pequeño tamaño tiene 
mayor potencia antimicrobiana que la LF nativa, y se ha visto que en pocos 
minutos altera la integridad de la membrana y es internalizada por los 
microorganismos (Van der Kraan et al., 2005b; Flores-Villaseñor et al., 
2010). Hay estudios que demuestran su eficacia in vitro frente a 
microorganismos como E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis y C. albicans, pero 
sin embargo no resulta eficaz frente a Actinomyces naeslundii, 
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis 
(Van der Kraan et al., 2004, 2005a,b). 
 El péptido de síntesis resultante de la unión de la LFC y LFamp, que 
presenta una mayor eficacia bactericida in vitro que los péptidos 
individuales frente a bacterias gram positivas y gram negativas, como 
Streptococcus y Pseudomonas (Bolscher et al., 2009). 
 El péptido derivado de la bLF compuesto por los residuos 1 a 133 (bLFN), 
es decir por el lóbulo N, y el péptido compuesto por los residuos 1 a 344 
(bLFA), que incluye el lóbulo N y la región interlobular, que presentan mayor 
eficacia en condiciones in vitro frente a S. aureus (Bai et al., 2010). 
  Diversos péptidos derivados de la LF humana y bovina, como el hLF18-31, 
hLF20-38, bLF17-30 y bLF19-37, se están desarrollando con vistas a su 
aplicación como antimicrobianos para la higiene bucal, pues parecen ser 
más eficaces que la molécula nativa frente a microorganismos como S. 
aureus, S. mutans, S. sobrinus, S. salivarius, E. coli, K. pneumoniae, 
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum 
y Actinobacillus actinomycetemcomitans (Groenink et al., 1999). 
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 Lipopéptidos derivados de la hLF constiutidos por los residuos 21 a 31, a 
los que se han añadido cadenas aciladas de entre 6 y 8 carbonos, que 
podrían tener mayor eficacia antimicrobiana (Majerle et al., 2003). 
 El péptido hLF1-11, un derivado de la LF humana que contiene 11 
aminoácidos del extremo N terminal de la molécula, y es rico en arginina y 
altamente catiónico (Chapple et al., 1998). Es capaz de ejercer un efecto 
bactericida más potente que la LF nativa en condiciones in vitro (Nibbering 
et al., 2001), siendo capaz de atravesar la membrana plasmática y actuar a 
nivel citoplasmático (Huo et al., 2011). Se ha demostrado su actividad frente 
a S. aureus, L. monocytogenes, Acinetobacter baumannii y Candida spp. 
(Lupetti et al., 2003; Dijkshoorn et al., 2004; Stallmann et al., 2004; Faber et 
al., 2005) y se está estudiando su posible uso en pacientes 
inmunodeprimidos. No obstante, podría tener efectos adversos como 
elevación de las transaminasas (Van der Velden et al., 2009). 
 El undecapéptido derivado de la LFC bovina formado por los residuos 17 a 
27, así como sus modificaciones químicas alterando algunos de sus 
residuos o amidándolo. En general parece ser que los péptidos con una 
carga neta superior o igual a +4 y que contienen 3 ó 4 residuos de 
triptófano ejercen una mayor actividad bactericida (StrØm et al., 2002). 
 El undecapéptido correspondiente a los residuos 21 a 31 de la hLF y su 
forma modificada, en la que la isoleucina de la posición 27 es sustituida por 
una metionina y se ha incorporado a su extremo N-terminal una cadena 
lauril acilada. Ambos presentan actividad bactericida frente a Salmonella 
enterica, pero la forma modificada tiene mayor potencia bactericida y mayor 
actividad neutralizante de endotoxina o capacidad de interacción con el LPS 
(Andrä et al., 2005). 
 Los péptidos formados por los residuos 20 a 35 y 24 a 35 del N-lóbulo de la 
hLF, que ejercen un potente efecto bactericida frente a E. coli O111 (Odell 
et al., 1996). 
 El tetrapéptido derivado de la LF formado por los residuos 39 a 42 (Lys-Arg-
Asp-Ser: KRDS) y su forma modificada con cadenas butoxi- y butil-
carbonilo (PEP), que presentan actividad antimicrobiana frente a un amplio 
espectro de bacterias gram positivas y gram negativas como B. 
thuringiensis, S. aureus, Alcaligenes sp., E. coli, Pseudomonas sp., S. typhi 
y K. pneumoniae, así como frente a levaduras como K. fragilis y S. 
cerevisiae, y en menor medida frente a mohos filamentosos como A. flavus 
y A. niger. Es más eficaz la forma modificada (PEP) que la nativa (Ramesh 
et al., 2004). 
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6- LAS ALTAS PRESIONES HIDROSTÁTICAS 
 
6.1- Generalidades. 
 La utilidad de los tratamientos por altas presiones en el campo de los alimentos 
fue ya señalada por Hite en 1899 para la conservación de leche y después en 1914 
para la conservación de zumos y carne, pero debido a su alto coste y dificultades 
técnicas no ha adquirido especial importancia y aplicación comercial hasta la década 
de los 80. En el campo de los materiales inorgánicos se venía empleando en procesos 
industriales, en los que se combinan presiones a partir de 100 MPa con temperaturas 
del orden de 1000 ºC, para la obtención de cerámicas, aleaciones de metales y la 
creación de materiales sintéticos (Hoover et al., 1989). 
 El procesado con altas presiones (HPP – high pressure processing) también se 
denomina procesado con ultra-alta presión, o con altas presiones hidrostáticas (HHP – 
high hydrostatic pressure) en caso de que el fluido hidráulico transmisor de la presión 
sea agua (que suele usarse habitualmente debido a su baja compresibilidad). Este 
procesado con altas presiones implica, en la industria alimentaria, someter a los 
productos una vez inmersos en un líquido (generalmente agua, como ya se ha 
indicado) a elevadas presiones (habitualmente entre 100 y 600 MPa, pero se pueden 
alcanzar hasta 1000 MPa) con o sin aplicación de calor. Esto permite alcanzar la 
inactivación de los microorganismos y/o la alteración de las características de los 
alimentos según el producto a elaborar. 
 La presión se define como la fuerza ejercida por un líquido o un gas por unidad 
de superficie, y su unidad de medida en el Sistema Internacional es el Pascal (Pa = 
N/m2). La tecnología de las altas presiones se basa en dos principios fundamentales 
(Cheftel, 1991; Earnshaw, 1996), que son: 
- La ley de Pascal o ley de la transmisión isostática de la presión, por la que 
“una presión externa aplicada a un fluido confinado se transmite de forma 
instantánea y uniforme en todas las direcciones”. Con esta tecnología la 
presión se transmite de forma instantánea y uniforme a través de toda la 
masa del producto independiente de su volumen, al estar inmerso en un 
fluido transmisor. 
- El principio de moderación de Le Chatelier. Este principio fue enunciado en 
1884, e indica que los fenómenos que van acompañados de una 
disminución de volumen son favorecidos por un aumento de presión, y 
viceversa. Según este principio, la aplicación de altas presiones desplaza el 
equilibrio de un proceso hacia el estado que ocupa menos volumen. Ello 
implica que procesos como la formación de macromoléculas proteicas, la 
ruptura de interacciones hidrofóbicas y de pares de iones, y la formación de 
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puentes de hidrógeno se verían favorecidos por la presión pues van 
acompañados de una restricción de volumen, aunque hay algunos estudios 
que indican que los puentes de hidrógeno prácticamente no se ven 
afectados por la presión (Gross & Jaenicke, 1994; Mozhaev et al., 1994). 
Para el procesado con altas presiones, generalmente el producto es envasado 
en un contenedor o recipiente flexible. Luego se introduce en una cámara o vasija de 
alta presión rellena con un fluido hidráulico transmisor de la presión, que normalmente 
suele ser agua, aunque también se usan otros fluidos como aceite de silicona, 
soluciones de benzoato sódico, propilenglicol y etanol. A través de una bomba la 
cámara es presurizada, y la presión es transmitida al producto a través del envase. 
Suele ser un proceso corto (lo más habitual a nivel comercial son 3-5 minutos), la 
transmisión de presión es uniforme (tiene lugar en todas las direcciones en todo el 
producto) y por tanto el producto mantiene su forma. Como en muchos casos no es 
necesaria la aplicación de altas temperaturas, las características sensoriales y 
nutricionales del producto apenas se alteran (aunque como luego veremos esto 
depende del producto y tratamiento, y se pueden llegar a inducir cambios indeseados 
o cambios deseados y buscados). Por otro lado hay que tener en cuenta que durante 
la presurización se produce un cierto aumento de la temperatura del producto, como 
consecuencia del calentamiento adiabático, que suele ser de unos 3 ºC por cada 100 
MPa, aunque esto va a depender de la temperatura inicial del producto y del fluido, y 
de la composición del alimento. Por ejemplo, cuanto mayor sea el contenido en grasa 
del producto mayor será la subida de temperatura, llegando hasta 8 ó 9 ºC por cada 
100 MPa (Rasanayagam et al., 2003). 
 
6.2- Equipos de altas presiones. 
  Básicamente, un equipo de altas presiones se compone de una cámara o 
vasija resistente a la presión, un sistema de bombeo para la compresión del fluido 
hidráulico o de presurización, una unidad de control de la presión aplicada y un 
dispositivo para regular la temperatura. La generación de la presión se puede 
conseguir mediante dos métodos (Trespalacios, 2007): 
- Compresión directa (usada principalmente en equipos discontinuos). La 
presión se genera directamente en el interior de la cámara por la 
compresión del fluido de presurización en el que va inmerso el producto. 
Tiene la ventaja de alcanzar rápidamente presiones elevadas pero puede 
presentar problemas de estanqueidad, y su uso se limita a cámaras de 
pequeño volumen. 
- Compresión indirecta (usada principalmente en equipos semicontinuos). El 
fluido de presurización es enviado hacia la cámara por una bomba o 
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intensificador, y este fluido a su vez empuja a un pistón que aplica la 
presión sobre el producto a presurizar, que debe ser un líquido. Es el 
sistema más empleado para grandes volúmenes, a nivel industrial. 
 
Además, según su funcionamiento, los equipos pueden clasificarse en (Daoudi, 
2004): 
- Equipos de tipo discontinuo (ver Figura 4). Se emplean para productos 
líquidos o sólidos, pero siempre envasados. El sistema de compresión 
suele ser de tipo directo, y constan de un cilindro o vasija de acero 
inoxidable que contiene en su interior el líquido de compresión. Este líquido 
es impulsado desde un depósito hasta esta cámara, en la que el producto 
envasado es introducido previamente. Mediante un pistón y una bomba el 
fluido de compresión se va inyectando en la cámara hasta alcanzar la 
presión deseada. Así por ejemplo, una bomba de baja presión (de 75 kW) 
puede subir la presión de un recipiente de 50 litros a 680 MPa en unos 3-4 
minutos. La cantidad de fluido a inyectar en la cámara es algo superior a su 
capacidad inicial, para así compensar la presión y el ligero aumento de 
volumen de la cámara. Por ejemplo, a un recipiente de 100 litros habría que 
bombearle 15 litros adicionales para alcanzar unos 680 MPa. Finalmente, la 
descompresión se logra abriendo la válvula de presión hasta igualar la 
presión atmosférica. El cilindro interior y todas las partes expuestas al fluido 
de compresión (que suele ser agua) deben ser de acero inoxidable para 
evitar la corrosión, y aquellas partes de acero de alta fuerza de tensión 
(acero no inoxidable) deben estar recubiertas de un lubricante alimentario 
autorizado, agentes anticorrosión y compuestos antimicrobianos. 
- Equipos de tipo semicontinuo (ver Figura 5). Se emplean para productos 
que pueden ser bombeados, es decir, líquidos. La compresión es de tipo 
directo, y es generada por un pistón que es empujado por el fluido de 
compresión, y es este pistón el que presuriza el producto. Se emplea para 
líquidos, y hay que tener en cuenta que éstos se encuentran en contacto 
directo con las paredes de la cámara y con el pistón de compresión, que 
por tanto deben estar fabricados con un material no susceptible a la 
corrosión y adecuado para entrar en contacto con los alimentos. Finalizada 
la presurización, el producto es evacuado de la cámara por una válvula 
aséptica de alta presión. 
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Figura 4. Sistema discontinuo para la aplicación de altas presiones (Daoudi, 2004). 
 
 
  Figura 5. Sistema semicontinuo para la aplicación de altas presiones (Daoudi, 2004). 
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Los equipos de laboratorio para aplicar altas presiones constan de cámaras o 
recipientes de presión de volumen reducido, de entre 0.1 y 3 litros, mientras que los 
equipos de planta piloto suelen diseñarse con capacidades de entre 5 y 25 litros, y los 
industriales de varios cientos de litros. Por ejemplo, Avure Technologies (Kent, WA, 
USA) comercializa equipos industriales de 215 litros de capacidad, que permiten el 
procesado de 5 millones de kg de productos al año. Esta misma compañía 
comercializa equipos de tipo semicontinuo para el procesado de líquidos (como 
zumos), que pueden alcanzar 680 MPa de presión. NC Hyperbaric (Burgos) 
comercializa equipos industriales de tipo discontinuo con distintas capacidades, desde 
55 hasta 420 litros, capaces de alcanzar presiones de hasta 600 MPa, y con 
posibilidad de controlar la temperatura entre 5 y 120 ºC, según el modelo. Los equipos 
de investigación presentan menor capacidad pero algunos pueden alcanzar presiones 
de hasta 1000 MPa.   
 
6.3- Efecto sobre los microorganismos. 
 Existe un gran número de estudios que explican cómo se produce la 
inactivación de las formas vegetativas microbianas por las altas presiones. Estos 
mecanismos de inactivación inducidos por la presión incluyen (Hoover et al., 1989; 
Kato & Hayashi, 1999; Mackey & Mañas, 2008; Van Doorne, 2008): 
- Alteraciones de la membrana celular, como pérdida de fluidez y 
solidificación de lípidos y fosfolípidos de membrana. 
- Alteraciones de la morfología celular, con rotura de membranas y pérdida 
de la integridad celular. 
- Desnaturalización de proteínas y enzimas. 
- Daño en los mecanismos de replicación y transcripción del material 
genético, y en la síntesis proteica. 
Se considera que el primer sitio de actuación que resulta dañado por la presión 
son las membranas celulares. Esto se refiere no sólo a la membrana plasmática sino 
también a otras membranas como pueden ser la membrana nuclear, de organelas, y 
de vesículas o vacuolas, mientras que la pared celular es más resistente. Las 
alteraciones de la membrana inducidas por la presión incluyen la disminución de la 
fluidez de lípidos y fosfolípidos de membrana, llegando a su solidificación y 
fragmentación de las bicapas lipídicas, desnaturalización de enzimas asociadas, 
desequilibrio osmótico, pérdida de integridad celular, y pérdida de ARN y de proteínas 
(Morita, 1975; Wouters et al., 1998; Ulmer et al., 2000; Casadei et al., 2002). Por otro 
lado, los ácidos nucleicos son bastante estables a la presión, aunque sí pueden 
resultar desnaturalizadas enzimas implicadas en la replicación y transcripción del 
ADN. Además, en algunos casos se ha observado la condensación del material 
genético nuclear por la presión (Mackey et al., 1994; Wouters et al., 1998) o bien 
debido a la presión el ADN podría entrar en contacto con endonucleasas y resultar así 
dañado (Chilton et al., 1997).  
En general se asume que cuanto mayor sea la presión, el tiempo de 
mantenimiento y la temperatura, mayor será el efecto sobre los microorganismos y 
más alterado resultará el producto en sus cualidades organolépticas y nutricionales. 
Sin embargo esto tiene un límite, por encima del cual no se incrementa 
necesariamente el efecto letal de las altas presiones sobre los microorganismos. Así, 
el efecto de la presión suele ser mayor en los primeros 20 minutos de aplicación, y a 
partir de este momento su efectividad es cada vez menor. Incluso se ha observado 
que la destrucción bacteriana conseguida mediante tratamientos cíclicos con alta 
presión es superior a la conseguida mediante un proceso continuo de una sola etapa 
(Hayakawa et al., 1994; Ponce et al., 1999b; Huang et al., 2006; Morales et al., 2007; 
Bari et al., 2008; Morales et al., 2009). Otros factores que influyen en la efectividad del 
tratamiento con altas presiones son la temperatura, el pH y la actividad de agua. Se 
considera que las formas vegetativas resisten mejor las altas presiones a temperaturas 
comprendidas entre 20 y 35 ºC, mientras que por encima de 35 ºC aumenta la 
susceptibilidad microbiana quizás como consecuencia de la transición de fase de los 
lípidos de membrana (Ludwig et al., 1992; Kalchayanand et al., 1998a,b). De este 
modo, mediante combinaciones de presión y temperatura, se pueden llegar a alcanzar 
inactivaciones microbianas importantes usando tiempos y presiones más bajos que los 
requeridos a temperatura ambiente (Smelt, 1998). Se ha visto que L. monocytogenes 
no resulta inactivada en leche aplicando presiones de 200 MPa cuando la temperatura 
es inferior a 45 ºC, pero a 55 ºC el tratamiento con 200 MPa durante 15 minutos logra 
reducciones de hasta 6 unidades logarítmicas (Simpson & Gilmour, 1997b). Por otro 
lado, los valores ácidos de pH aumentan la sensibilidad de los microorganismos a la 
presión (Smelt, 1998), mientras que valores bajos de actividad de agua tienen un 
efecto controvertido ya que por sí mismos pueden inhibir el crecimiento microbiano, 
pero en el tratamiento combinado con altas presiones aumentan la resistencia a la 
presión de los microorganismos (Ordoñez et al., 2004). Además, se considera que 
medios complejos y ricos en nutrientes incrementan también la resistencia microbiana 
a las altas presiones (Hoover et al., 1989). 
  
6.3.1- Efecto sobre bacterias. 
 Como ya se ha indicado, la resistencia de los microorganismos a la presión 
depende de muy diversos factores (Patterson, 2005; Considine et al., 2008; Van 
Doorne, 2008), tales como el tipo de microorganismo (género, especie y cepa), fase de 
crecimiento, temperatura, presión, tiempo de tratamiento, pH y composición físico-
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química del medio (Metrick et al., 1989; Shigehisa et al., 1991; Styles et al., 1991; 
Carlez et al., 1992; Carlez, 1994; Mackey et al., 1995; Patterson et al., 1995; Hauben 
et al., 1997; Patterson et al., 1997; Kalchayanand et al., 1998a,b; Alpas et al., 1999; 
Benito et al., 1999; Alpas et al., 2000; Chen et al., 2006; Malinowska-Pańczyk et al., 
2008), así como la presencia de aditivos alimentarios (como albúmina bovina, aceite 
de oliva, grasas, glucosa y sacarosa) y de ciertos cationes como calcio, magnesio, 
manganeso y hierro (Simpson & Gilmour, 1997a; Hauben et al., 1998; Gervilla et al., 
2000; Van Opstal et al., 2003). 
 Las formas vegetativas bacterianas son mucho más sensibles a la presión que 
sus formas de resistencia o esporas. En cuanto a la susceptibilidad o tolerancia a las 
altas presiones  para las células vegetativas bacterianas, se ha observado en líneas 
generales que: 
- Las bacterias en la fase exponencial de crecimiento son más sensibles que 
en la fase de latencia (Mackey et al., 1995). 
- Existe una correlación positiva entre resistencia a la temperatura y a la 
presión (Trespalacios, 2007). 
- Las bacterias gram positivas son más resistentes que las gram negativas 
(Cheftel, 1995; Earnshaw, 1995; Mackey et al., 1995; Gervilla et al., 2000). 
- Los cocos son más resistentes que los bacilos (Ludwig & Schreck, 1997). 
Sin embargo, existen excepciones. Así por ejemplo hay cepas de E. coli O157:H7 que 
en contra de lo que cabría esperar, al ser gram negativa y bacilar, son altamente 
resistentes a la presión, así como a la temperatura, ácidos y estrés oxidativo y 
osmótico (Benito et al., 1999). 
  Las esporas bacterianas son formas de resistencia bacteriana, que gozan de 
una gran tolerancia frente a diversas condiciones y tratamientos físico-químicos, así 
como frente a la presión. Algunos de los factores implicados en la resistencia de las 
esporas bacterianas a las altas presiones son la envoltura de peptidoglicano, el bajo 
contenido en humedad, los altos niveles de ciertos ácidos como el dipicolínico, y el alto 
contenido en proteínas pequeñas ácido-solubles (Akhtar et al., 2009). Estos factores 
hacen que las esporas puedan sobrevivir incluso a tratamientos de varias horas con 
presiones entre 800 y 1000 MPa (Smelt, 1998; Sale et al., 1970). C. botulinum no 
proteolítico tipo B es el patógeno esporulado más resistente hasta la fecha (Reddy et 
al., 2001). Además de su resistencia, hay que tener en cuenta que la inactivación de 
las esporas por la presión tiene lugar en dos fases. Primero tiene que producirse o 
inducirse la germinación de la espora, y después lograr la inactivación de la forma 
vegetativa germinada (Clouston & Wills, 1969; Gould & Sale, 1970). Ambas fases 
pueden verse favorecidas por el calentamiento (Sale et al., 1970; Raso et al., 1998; Oh 
& Moon, 2003). 
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6.3.2- Efecto sobre mohos y levaduras. 
 Tanto los mohos como las levaduras son, en general, microorganismos muy 
sensibles a las altas presiones. Presiones superiores a 100 MPa ya inducen 
alteraciones en la membrana celular, complejo de Golgi y membrana nuclear, rompen 
vacuolas y alteran la distribución mitocondrial (Shimada et al., 1993; Fernandes et al., 
2001). La inactivación se alcanza, habitualmente, con presiones entre 200 y 400 MPa 
a temperatura ambiente (Cheftel, 1995), y presiones superiores a 500 MPa ya llegan a 
inducir la rotura de la pared celular. Sin embargo, en algunos casos se ha detectado 
cierta resistencia a la inactivación con altas presiones, como por ejemplo en el caso de 
las ascosporas de Byssochlamys y Talaromyces que requieren tratamientos de más 
de 600 MPa a 60 ºC (Britz et al., 1996; Voldrich et al., 2004). 
   
6.3.3- Efecto sobre virus. 
 Bajo la denominación de virus se engloba un grupo muy heterogéneo de 
microorganismos, tanto en su estructura y secuencia proteica como en cuanto a su 
composición en ácidos nucleicos, de modo que su resistencia y respuesta a la presión 
varía considerablemente según el tipo, grupo y cepa. Entre los virus que presentan 
mayor susceptibilidad a las altas presiones se encuentran los virus con ADN y cápsula 
proteica (como por ejemplo los bacteriófagos). Así, se ha visto que su carga resulta 
considerablemente disminuida a presiones entre 300 y 400 MPa (Brauch et al., 1990). 
Para los calicivirus y virus de la hepatitis A han resultado altamente eficaces 
tratamientos con altas presiones entre 200 y 400 MPa a temperatura ambiente durante 
menos de 5 minutos, alcanzándose reducciones de más de 5 unidades logarítmicas en 
condiciones in vitro (es decir, en cultivos celulares). Sin embargo, esta eficacia resulta 
notablemente disminuida al aplicar el tratamiento en alimentos, de tal modo que las 
reducciones fueron inferiores a 3 unidades logarítmicas (Kingsley et al., 2002; Calci et 
al., 2005; Chen et al., 2005; Kingsley et al., 2005; Grove et al., 2008; Sharma et al., 
2008). Presiones más elevadas, entre 400 y 500 MPa, han resultado eficaces frente a 
influenzavirus (Gaspar et al., 2002), el virus de la estomatitis vesicular (Silva et al., 
1992) y calicivirus MNC-1 (Kingsley et al., 2007), pero igualmente su eficacia es menor 
al aplicar el tratamiento en alimentos. Tratamientos más intensos, de 500 a 600 MPa, 
son necesarios para la inactivación de virus como el del HIV (Otake et al., 1997), 
coxsackivirus A9 (Kingsley et al., 2004) y levivirus (Guan et al., 2006), pero de igual 
manera la resistencia de los virus a la presión se ve incrementada en alimentos 
(Sharma et al., 2008). Finalmente, algunos virus como los coxsackivirus B5, aichivirus 
y poliovirus presentan una gran resistencia a presiones de incluso 600 MPa (Wilkinson 
et al., 2001; Kingsley et al., 2004). 
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  Algunos autores han indicado que los virus inactivados por altas presiones 
conservan sus propiedades inmunogénicas, lo que posibilitaría la obtención de 
vacunas. No se conoce bien el mecanismo por el que esto ocurre, pero quizás podría 
deberse a cambios conformacionales o estructurales inducidos por la presión, que 
impiden la adhesión del virus a la superficie de la célula hospedadora (Nakagami et al., 
1992; Silva et al., 1992; Leimkuhler et al., 2000; Tian et al., 2000). Por otro lado hay 
que tener en cuenta que algunos autores han alertado de la posibilidad del desarrollo 
vírico de resistencias y adaptaciones frente a las altas presiones (Smiddy et al., 2006). 
 
6.3.4- Efecto sobre priones. 
 Los priones son partículas infectivas acelulares, no inmunógenas, de 
naturaleza proteica, y carentes de ácidos nucleicos. Fueron descubiertos por Prusiner 
(1982) y hoy se sabe que son responsables de las encefalopatías espongiformes 
transmisibles, como el kuru, el scrapie o tembladera o prurito lumbar ovino, la 
encefalopatía espongiforme bovina, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y su nueva 
variante, el insomnio familiar fatal, la enfermedad de Gerstmann-Straüssler-Scheinker, 
el síndrome del agotamiento crónico del alce, y otras encefalopatías espongiformes 
como la felina y la del visón. Un prión es una glicoproteína de unos 30 kDa de peso 
molecular, con una estructura terciaria especialmente rica en -láminas que es lo que 
le confiere su insolubilidad y alta estabilidad. Su secuencia aminoacídica es idéntica a 
la de cierta proteína (PrPN) que aparece de forma normal en el organismo, siendo su 
estructura terciaria la que está alterada (con gran proporción de -láminas frente a -
hélices). Esta proteína anómala es además capaz de inducir el cambio de 
conformación y polimerización de la proteína normal, por lo que se considera a los 
priones como partículas “auto-replicables” y totalmente independientes de la 
replicación mediada por ácidos nucleicos. Son partículas extremadamente resistentes 
a muy diversos factores, como pH, enzimas como proteasas y nucleasas, radiaciones 
ultravioletas e ionizantes, temperatura, quelantes, desinfectantes, alcoholes y diversos 
agentes químicos. Para su inactivación se requieren tratamientos de 134 ºC durante al 
menos 18 minutos a 3 atmósferas, y tratamientos de incineración a 850 ºC durante al 
menos 2 segundos para su destrucción. Debido a esta resistencia resulta 
especialmente interesante el uso combinado de la temperatura y las altas presiones 
como alternativa para la inactivación de priones en alimentos. Hay estudios que 
indican que tratamientos con presiones de entre 690 y 1200 MPa y temperaturas de 
entre 121 y 137 ºC podrían ser capaces de inactivar partículas priónicas en carne 
(Brown et al., 2003; Cardone et al., 2006). 
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6.4- Efecto sobre compuestos químicos y componentes de los alimentos. 
 Las altas presiones no sólo actúan sobre los microorganismos presentes en los 
alimentos, sino también sobre sus componentes químicos. Las reacciones químicas se 
ven también afectadas, y según el principio de Le Chatelier se ven favorecidas 
aquellas que conducen a una disminución de volumen. De este modo las altas 
presiones afectan principalmente a las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas y, 
en menor grado a los puentes de hidrógeno, no afectando a los enlaces covalentes 
(Cheftel & Culioli, 1997). 
 
6.4.1- Efecto sobre el agua. 
La presión afecta a muchas propiedades físicas y químicas del agua (Cheftel, 
1992), como son: 
- El volumen. La presión disminuye el volumen del agua entre un 4 y 15% 
para 100 y 600 MPa, respectivamente. Hay que tener en cuenta que los 
alimentos con alta humedad y poco aire van a reaccionar a las altas 
presiones de forma similar a la del agua, disminuyendo su volumen y 
aumentando por tanto su densidad, y como consecuencia los coeficientes 
de difusión de los solutos disminuirán. Además no sólo se produce una 
disminución de volumen del agua, sino una compresión adiabática que 
promueve el incremento de temperatura en unos 2-3 ºC por cada 100 MPa 
aplicados, aunque dependerá de la temperatura inicial del agua y de la 
velocidad de compresión. 
- El pH. La presión induce la disociación reversible de las moléculas de agua, 
y por un fenómeno de electrostricción puede verse disminuido su pH, 
pasando de 7.0 a 6.27 al aumentar la presión de 0.1 a 100 MPa. 
- Las fases de transición del agua. Presiones hasta 210 MPa disminuyen el 
punto de congelación del agua, alcanzándose el punto triple a 210 MPa y    
-22 ºC, condiciones en las que aparecen al mismo tiempo agua en estado 
líquido y cristales de hielo tipo I y III. Sin embargo, a partir de 210 MPa la 
presión aumenta el punto de congelación y se forman cristales de hielo de 
tipo II a VIII (Kalichevsky et al., 1995). Esto hace que para 70 MPa el punto 
de congelación se alcance a -5 ºC y para 200 MPa a -20 ºC, mientras que 
para 400 MPa se alcanza a -12 ºC, para 600 MPa a 0 ºC, para 800 MPa a 
10 ºC, para 1000 MPa a 22 ºC y para 2000 MPa a 72 ºC.  Los cristales de 
hielo formados bajo presión (tipos II a VIII) son de menor tamaño que los 
formados por congelación convencional (tipo I), lo que aplicado por ejemplo 
a carne disminuye el daño de tejidos y células por el hielo, hay menor 
 98 
INTRODUCCIÓN 
pérdida de agua a la descongelación y la textura es mejor y más uniforme 
(Deuchi & Hayashi, 1992). 
 
6.4.2- Efecto sobre hidratos de carbono. 
 En general, los azúcares simples y los compuestos sencillos de bajo peso 
molecular no se ven afectados por la presión (Cheftel, 1991,1992), mientras que los 
polisacáridos y compuestos más complejos pueden sufrir la disociación de sus 
cadenas, y resultar alterada la transición sol-gel y sus propiedades gelificantes. Así se 
ha observado que el almidón, por efecto de la presión, gelatiniza a temperaturas más 
bajas (Hayashi & Hayashida, 1989) y que los geles obtenidos por presión son distintos 
de los obtenidos por efecto de la temperatura (Moshaev et al., 1994). Otro aspecto 
importante es que presiones entre 50 y 200 MPa son capaces de inhibir las reacciones 
de condensación de Maillard (pardeamiento no enzimático), por lo que no se produce 
el desarrollo de sabor y color típico de esta reacción (Sangronis et al., 1997). 
  
6.4.3- Efecto sobre lípidos. 
 La presión va a afectar principalmente a los cambios de fase, incrementando 
de forma reversible el punto de fusión en unos 10-15 ºC por cada 100 MPa (Buchheim 
& El Nour, 1992). Esto hace que los lípidos que son líquidos a temperatura ambiente 
puedan cristalizar por efecto de la presión, y los cristales formados son densos y muy 
estables. Además, según algunos autores la presión dificultaría el desarrollo de la fase 
inicial de la oxidación lipídica, inhibiendo así en cierta forma el enranciamiento de las 
grasas (Rovere, 1995), pero otros autores indican que la presión podría favorecer este 
fenómeno (Beltrán et al., 2003). Por ejemplo en alimentos con alto contenido en 
proteínas, como la carne y el pescado, se ha visto que las altas presiones favorecen la 
oxidación lipídica. Esto quizás podría deberse a la desnaturalización proteica inducida 
por la presión, que a su vez causa la liberación de iones metálicos que estaban ligados 
a proteínas y enzimas, los cuales a su vez actuarían como catalizadores de la 
oxidación de las grasas. 
 
6.4.4- Efecto sobre proteínas. 
 Las altas presiones afectan a la termodinámica de las proteínas y favorecen las 
reacciones que resultan en una disminución del volumen. De este modo, los efectos 
de la presión sobre las proteínas están principalmente relacionados con la 
modificación de interacciones y enlaces de tipo no covalente, y con su reordenación a 
nivel intra e intermolecular. En base a esto se considera que en general las altas 
presiones no afectan a la estructura primaria de las proteínas, la estructura secundaria 
puede verse ligeramente modificada, y sí que pueden resultar ampliamente alteradas 
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las estructuras terciaria y cuaternaria. Estas alteraciones pueden llegar incluso a 
hacerse irreversibles según factores como temperatura, pH, concentración proteica e 
intensidad del tratamiento (Cheftel, 1995; Heremans, 1985). A continuación se 
describen más en detalle estos cambios: 
- Estructura primaria. Presiones inferiores a 1000-1500 MPa no afectan a los 
enlaces covalentes, ya que su energía de enlace es muy alta (de 300 a 400 
kJ/mol) y su compresibilidad mínima, por lo que la estructura primaria de las 
proteínas no suele verse comprometida (Mozhaev et al., 1996). 
- Estructura secundaria. Los puentes de hidrógeno, que son elementos clave 
para la estabilización de esta estructura, no son especialmente susceptibles 
a la presión ya que su energía de enlace es moderadamente alta (de 8 a 40 
kJ/mol). No obstante sí que pueden verse afectados en cierto grado a 
presiones de 300 MPa, y presiones superiores pueden llegar a 
desestabilizarlos. Además se ha observado que la -lámina es más estable 
y barorresistente que la -hélice (Tauscher, 1995).  
- Estructura terciaria. Se encuentra definida por interacciones hidrofóbicas, 
fuerzas de Van der Waals, puentes disulfuro y enlaces iónicos, y todas ellas 
son altamente susceptibles a la presión ya que presentan energías de 
enlace inferiores a 12 kJ/mol. Esta estructura puede verse notablemente 
alterada a partir de presiones de tan solo 200 MPa, y a menudo de forma 
irreversible (Balny & Masson, 1993). 
- Estructura cuaternaria. Esta estructura aparece en proteínas oligoméricas, y 
se encuentra estabilizada por puentes de hidrógeno que como ya se ha 
indicado no son especialmente susceptibles a la presión. También 
intervienen interacciones hidrofóbicas y electrostáticas, que presentan bajos 
valores de energía de enlace (entre 4 y 12 kJ/mol) y son por tanto muy 
susceptibles a la presión. Esto hace que presiones de tan solo 150 MPa 
puedan inducir la alteración de la estructura cuaternaria y la disociación de 
macroestructuras en subunidades (Mozhaev et al., 1996; Trespalacios, 
2007). 
Todo esto hace que la modificación y desnaturalización proteica por altas 
presiones se deba a una serie de efectos en cascada, que hace que las proteínas 
monoméricas no sufran desnaturalización a presiones inferiores a 400 MPa, aunque sí 
pueden desplegarse a presiones superiores. Y que las proteínas oligoméricas puedan 
disociarse y desplegarse a presiones superiores o iguales a 150 MPa (Silva & Weber, 
1993; Gross & Jaenicke, 1994; Mozhaev et al., 1996). La presión primero afecta a las 
interacciones hidrofóbicas y fuerzas de Van der Waals, desestabilizando la estructura 
terciaria y cuaternaria. Como consecuencia la proteína se despliega y quedan 
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expuestos al medio los grupos hidrofóbicos, produciéndose entonces un fenómeno de 
“electrostricción” alrededor de los grupos cargados por el que el agua se reorganiza 
alrededor de los grupos apolares expuestos y se establecen puentes de hidrógeno 
entre grupos polares. Cuando cesa la presión, los grupos hidrofóbicos vuelven a 
interaccionar entre ellos para tratar de minimizar su exposición al medio acuoso 
(Lanier, 1998). Según la intensidad del tratamiento, el tipo de proteína y su 
concentración, y las condiciones del medio, las altas presiones van a inducir la rotura y 
formación de nuevas interacciones no covalentes, lo que puede dar lugar a disociación 
de subunidades proteicas (Ruan & Weber, 1988,1989,1993; Foguel & Weber, 1995; 
Cioni & Strambini, 1996), agregación proteica (Aoki et al., 1968; Schmid et al., 1979) o 
gelificación (Bridgman, 1914). 
En conclusión, a presiones entre 150 y 200 MPa, y temperatura ambiente 
puede producirse en muchos casos la disociación y despliegue de macroestructuras 
proteicas. Según va aumentando la presión se ve favorecida la disociación de 
agregados y el replegamiento proteico. Por encima de 400 MPa puede producirse el 
despliegue e incluso la desnaturalización de proteínas monoméricas, así como 
agregaciones, precipitación y gelificación (Silva & Weber, 1993; Gross & Jaenicke, 
1994; Funtenberger et al., 1995; Tauscher, 1995; Mozhaev et al., 1996; Seefeldt et al., 
2009). Todos estos procesos de agregación, desnaturalización y gelificación proteica 
inducidos por la presión son sin embargo distintos a los inducidos por la temperatura, 
entre otras cosas porque no implican la alteración de los enlaces covalentes. Estas 
agregaciones y geles formados por presión son menos firmes pero más elásticos, 
extensibles, lisos y brillantes, y conservan mejor el color y el aroma (Cheftel, 1992; 
Van Camp & Huyghebaert, 1995; Zasypkin et al., 1996; Heremans et al., 1997; Dumay 
et al., 1998; Patel et al., 2005). 
En el caso específico de las enzimas, la respuesta a la presión es muy variable 
según el tipo de enzima, el sustrato, temperatura e intensidad del tratamiento con altas 
presiones (Palou et al., 1999). Además su comportamiento es distinto cuando se 
extraen de su matriz original que cuando se encuentran en el alimento (Hendrickx et 
al., 1998). En general se considera que presiones superiores a 400 MPa pueden 
inducir cambios conformacionales, alterar el centro activo e inactivar al enzima (Morild, 
1981). Sin embargo hay algunas enzimas que se inactivan a presiones muy inferiores, 
de tan solo 100 MPa (Rovere, 1995) y otras son mucho más resistentes, como la 
ATPasa dependiente de calcio, que llega a resistir presiones de hasta 1000 MPa (Farr, 
1990; Asaka & Hayashi, 1991). Incluso en algunos casos se ha observado que se 
puede producir la activación del enzima por la presión. Así por ejemplo en el caso de 
la polifenoloxidasa y las amilasas, presiones de 400 MPa las activan, requiriéndose 
más de 800 MPa para su inactivación (Gomes et al., 1998; Weemaes et al., 1998). La 
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temperatura favorece la inactivación enzimática por la presión, pero en general se ha 
observado una tendencia en la resistencia a la presión (Seyderhelm et al., 1996) que 
en orden creciente es como sigue: lipoxigenasa < lactoperoxidasa < pectinesterasa < 
lipasa < fosfatasa < catalasa < -amilasa, -amilasa y polifenoloxidasa < peroxidasa < 
Ca-ATPasa.  
  
6.4.5- Efecto sobre vitaminas. 
En general se considera que las vitaminas prácticamente no resultan afectadas 
por las altas presiones. 
 
6.5- Aplicaciones. 
 Como ya se ha indicado, la utilidad de las altas presiones para el procesado y 
conservación de los alimentos fue apuntada por Hite a finales del siglo XIX, pero no 
logró adquirir importancia y aplicación comercial hasta estas últimas décadas. Gracias 
a los avances tecnológicos y al progreso en el diseño de equipos, en los últimos años 
se ha despertado un fuerte y creciente interés de cara a su aplicación en muy diversos 
campos. A continuación se recogen algunas de sus aplicaciones: 
 
6.5.1- Conservación de alimentos. 
 El tratamiento con altas presiones es una alternativa a los tratamientos 
térmicos convencionales para la destrucción microbiana, ya que permite procesar el 
producto a temperatura ambiente e incluso a alta temperatura si se desea. Se 
considera que permite alargar la vida útil y comercial de los productos de forma similar 
a la pasteurización, al ser capaz de eliminar la microbiota vegetativa patógena y 
alterante (Tauscher, 1995; Patterson, 2005; Palou et al., 2007; Considine et al., 2008). 
Permite así obtener productos seguros y de calidad organoléptica superior, ya que al 
no ser necesarias altas temperaturas los productos se ven menos modificados en sus 
propiedades que con otros tratamientos de conservación. Además, en ciertos 
productos la presurización permite la estabilización de compuestos termosensibles 
como aromas, nutrientes y compuestos bioactivos (Jaenicke, 1991). Otra utilidad 
potencial, aunque de difícil aplicación en la práctica, es la conservación de alimentos a 
temperatura de congelación (bajo cero) sin que realmente éstos lleguen a congelarse 
(Urrutia et al., 2004).  
 Las altas presiones no sólo permiten destruir las formas vegetativas de los 
principales patógenos y alterantes de los alimentos, sino también inactivar o reducir la 
actividad de algunas enzimas responsables del deterioro del alimento (principalmente 
en frutas y vegetales). E incluso algunos estudios indican que podrían reducir la 
alergenicidad de ciertos alimentos, como la carne (Suzuki, 2000). Todo esto hace que 
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en la actualidad la tecnología de las altas presiones se esté empleando en muy 
diversos alimentos en Estados Unidos, Europa y Japón (ver Tabla 6 y Figura 6). Así 
por ejemplo se aplica en múltiples productos RTE (principalmente cárnicos), productos 
derivados del aguacate (guacamole), salsas, zumos, compotas, mermeladas y 
mariscos. En zumos de frutas y en vegetales las altas presiones permiten su 
conservación a temperatura ambiente ya que se alcanza la inactivación de mohos, 
levaduras y bacterias, logrando estabilizar el producto y conservar la textura y 
características organolépticas, así como ciertas vitaminas como la A y la C (Sila et al., 
2008). Sin embargo, para lograr la inactivación de enzimas como polifenoloxidasas o 
enzimas pectolíticas se requiere un tratamiento térmico moderado combinado (Farr, 
1990). En gazpacho, la presurización combinada con un tratamiento térmico moderado 
destruye los microorganismos e inactiva enzimas, alargando la vida útil del producto 
en refrigeración y mejorando su color y textura (Daoudi, 2004). En leche y lácteos las 
altas presiones alcanzan una eficacia similar a la pasteurización a 72 ºC durante 15 
segundos (Buffa et al., 2001), y en quesos logran además reducir el tiempo de 
maduración (Capellas et al., 1996; Saldo et al., 2000). En ovoproductos el tratamiento 
con altas presiones se presenta como una alternativa viable a la pasteurización clásica 
del huevo líquido (Cheftel, 1992). 
El procesado con altas presiones puede aplicarse a alimentos sólidos y 
líquidos, y son particularmente buenos candidatos los alimentos con pH ácido. Por el 
contrario, en productos de baja acidez puede emplearse para alargar la vida útil en 
refrigeración y disminuir el riesgo de desarrollo de patógenos como E. coli, Salmonella 
y Listeria, pero no permite asegurar la completa destrucción de esporas si no se aplica 
alta temperatura. Una alternativa para estos productos de baja acidez sería el empleo 
de las altas presiones combinado con temperatura o incluso un pretratamiento térmico 
anterior a las altas presiones, aunque obviamente esto podría repercutir en las 
características organolépticas o aspecto del producto (Rovere, 1995). Otra limitación 
del tratamiento con altas presiones es que para que resulte totalmente eficaz el 
producto debe tener cierta humedad y no tener burbujas de aire. Productos muy secos 
(con baja actividad de agua) protegerían a los microorganismos del efecto microbicida 
de las altas presiones, mientras que productos que retienen aire podrían deformarse o 
romperse durante el tratamiento. Hasta la fecha no existe ningún estudio que indique 
posibles efectos tóxicos o adversos de los productos tratados con esta tecnología, 
aunque habría que tener en cuenta que las altas presiones pueden modificar la 
estructura proteica, la actividad de algunas enzimas y las interacciones moleculares, 
por lo que quizás podrían surgir ciertos problemas de pérdida de digestibilidad y 
calidad nutricional, posibles toxicidades y desarrollo de problemas antigénicos (Hugas 
et al., 2002). En España la comercialización de productos sometidos a altas presiones 
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está regulada por el Reglamento Comunitario CE 258/97 y CE 424/2001, que 
contemplan los “nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios” y que 
consideran a los productos presurizados como productos sometidos a pasteurización 
por presión (baropasteurización). En España los productos presurizados deben seguir 
la normativa aplicable a los productos pasteurizados, mientras que en USA la 
legislación es mucho más permisiva, e indica que es la empresa comercializadora de 
estos productos el garante de su seguridad alimentaria, y simplemente se exige la 
destrucción o ausencia de L. monocytogenes en los productos cárnicos presurizados 
RTE. 
 
6.5.2- Transformación de productos. 
 Esta aplicación trata de aprovechar el efecto de las altas presiones sobre 
ciertos componentes de los alimentos, con el fin de desarrollar nuevas 
funcionalidades, texturas o formas de presentación (Ponce et al., 1999a). Mediante 
esta tecnología se pueden preparar soluciones de proteínas, hidrocoloides o 
carbohidratos como el almidón, obteniendo geles de modo alternativo a la texturización 
por temperatura. Se obtienen así estructuras más estables y se mejora el ligado o 
retención de aromas y sabores. Así por ejemplo en ovoproductos se pueden obtener 
geles de huevo o de clara o de yema (Cheftel, 1992). En productos cárnicos cocidos y 
RTE, así como en carnes recuperadas mecánicamente y reestructuradas, la 
presurización puede aplicarse para obtener nuevos productos, texturas y formas de 
presentación. Se ha observado que presiones inferiores o iguales a 200 MPa pueden 
mejorar la textura, cohesión y rendimiento post-cocción de emulsiones y productos 
cárnicos (Mandava et al., 1994; Yuste et al., 1999). Esto mismo es aplicable para 
pescados, de tal modo que las altas presiones pueden emplearse para la obtención de 
nuevos productos y geles de pescado (Yoshika et al., 1992).  
 
6.5.3- Apertura de crustáceos y moluscos. 
 Las altas presiones permiten aumentar la vida útil de crustáceos y moluscos ya 
que logran disminuir la carga microbiana de patógenos y alterantes, e incluso virus 
(Sheldon et al., 2008),  pero además permiten una apertura mucho más sencilla de las 
valvas y una retirada más fácil del caparazón o exoesqueleto (Oshima et al., 1993). En 
Estados Unidos se aplica ya a gran escala para la apertura de ostras, aunque esto en 
Europa sería de menor utilidad ya que se aprecia el animal vivo. También se usa para 
facilitar la retirada del exoesqueleto en langosta y otros crustáceos, y además aumenta 
el rendimiento. 
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Figura 6. Ejemplos de productos RTE presurizados, actualmente comercializados. 
Incluyendo: 1) productos cárnicos, 2) productos de la pesca, 3) lácteos, zumos, y 
platos preparados de vegetales y/o pasta. 
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   Tabla 6. Alimentos tratados por altas presiones comercializados en la actualidad. 
 
Producto Compañía País 
Donny Boy Fresh Food Australia 
Ehime Co. Japón 
Frucaba Portugal 
Fruity Line Holanda 
Invo España 
Jumex Méjico 
K-Sun Líbano 
Odwalla USA 
Orchard House Foods Ltd. UK 
Ortogel Italia 
Pampryl Francia 
Peinod Ricard Francia 
Pokka Japón 
Pon Japón 
Preshafruit Australia 
Takansi Japón 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zumos 
Wakayana Food Int. Japón 
 Donny Boy Fresh Food Australia 
Mermeladas, frutas Fruity Line Holanda 
y gelatinas Meidi-Ya Japón 
 Nisshin Fine Foods Japón 
 Col+ Nueva Zelanda 
 Fonterra Nueva Zelanda 
Lácteos Kaneka Corp. Japón 
 Meidi-Ya Japón 
 Orchard House Foods Ltd. UK 
 Avomex Méjico y USA 
Guacamole y otras salsas Faroc Méjico 
 Meidi-Ya Japón 
 Verfruco Méjico y USA 
 Campofrío España 
 Echigo Seika Japón 
Productos de pescado y Joey USA 
mariscos RTE Motivatit Seafoods USA 
 MRM España 
 Nisbet Oyster USA 
 Ocean Choice Int. Canadá 
 Abraham Italia 
 Campofrío España 
 Creta Farms Italia y USA 
 Espuña España 
 Foster Farms USA 
Productos cárnicos RTE Itoham Corp. Ltd. Japón 
 Martiko España 
 Moira Mac’s Australia 
 MRM España 
 Tyson Méjico y USA 
 Zwanenberg Países Bajos 
OTROS:   
Arroz Echigo Seika Japón 
Hummus Hannah International Foods USA 
Pasta y/o vegetales RTE Grupo Ian (Carretilla) España 
Sake Chiyosono Japón 
Sandwiches y rellenos Rodilla España 
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6.5.4- Otras aplicaciones. 
Bajo este epígrafe se encuentran diversos usos potenciales de la presurización 
como: 
 Acelerar fermentaciones microbianas. Para esto se emplean presiones 
moderadas, entre 10 y 60 MPa, que permiten acelerar la fermentación 
de glucosa en etanol por S. cerevisiae (Kunugi & Nomura, 1990), o la 
fermentación de celobiosa en etanol por Clostridium thermocellum 
(Bothun et al., 2004). 
 Mejorar ciertas características de probióticos o cultivos estárter. Así 
por ejemplo se ha visto que el tratamiento de L. rhamnosus GG con 
100 MPa durante 10 min incrementa su termotolerancia (Ananta & 
Knorr, 2004). 
 Mejorar la aptitud de las células para la crioconservación y/o a 
técnicas de reproducción in vitro. Se ha visto que la aplicación de 
presiones entre 20 y 40 MPa durante 90-120 minutos, sobre 
espermatozoides de toro antes de la congelación mejora la calidad y 
supervivencia de los gametos a la descongelación (Pribenszky et al., 
2007). Además hay estudios que indican que la presurización facilita o 
provoca la activación partenogénica de oocitos, y mejora la 
competencia  y respuesta de los gametos a los métodos y técnicas de 
clonación (Du et al., 2008; Pribenszky et al., 2008).  
 Desarrollo de vacunas antitumorales (Korn et al., 2004) y 
desvitalización de tejidos infectivos o tumorales (por ejemplo de tejido 
óseo) para su posterior reimplantación (Diehl et al., 2008). 
 Inhibición o retraso de la germinación de semillas, por ejemplo 
mediante presurización entre 200 y 400 MPa durante 15 minutos 
(Wuytack et al., 2003). 
 Estimular el desarrollo y crecimiento de la biomasa, por ejemplo tras el 
tratamiento de las semillas a menos de 75 MPa durante 12 horas 
(Shuang et al., 2003). 
 
6.6- Efectos de la presurización sobre la carne. 
 El uso de las altas presiones para la conservación de la carne y los 
productos cárnicos representa una interesante opción como alternativa a los 
tratamientos convencionales. Son muchos los estudios que demuestran el efecto 
antimicrobiano del tratamiento con altas presiones en carne y sus derivados tanto 
frente a levaduras como Candida y Saccharomyces (Shigehisa et al., 1991; Garriga et 
al., 2002), como frente a bacterias patógenas y alterantes, gram positivas como 
Bacillus, Listeria, Micrococcus, Staphylococcus y Streptococcus (Shigehisa et al., 
1991; Carlez et al., 1992; Mussa et al., 1999; Garriga et al., 2002), y gram negativas 
como Citrobacter, E. coli, Pseudomonas, Salmonella y Yersinia (Shigehisa et al., 1991; 
Carlez et al., 1992; Carlez et al., 1994; Garriga et al., 2002). Los tratamientos 
aplicados varían entre 200 y 800 MPa, durante 1 y 60 minutos, a temperaturas desde 
refrigeración hasta más de 30 ºC. Sin embargo, se busca que el tratamiento sea lo 
menos intenso posible, aunque sin perder su eficacia antimicrobiana ya que, como a 
continuación se describirá, la presurización puede inducir cambios de textura y color y 
favorecer la oxidación lipídica en el producto.  
 Las altas presiones pueden afectar a la textura de la carne (Sun & Holley, 
2010), principalmente por alteración de las proteínas miofibrilares, ya que otros 
componentes implicados en la textura, como el colágeno, resultan poco afectados al 
estar estabilizados por enlaces covalentes y puentes de hidrógeno (Gekko & Koga, 
1983). La miosina es especialmente susceptible a la desnaturalización por altas 
presiones. La cabeza de miosina experimenta un aumento de polaridad alrededor de 
los residuos de triptófano como consecuencia de la presión, quedando así expuestas a 
la superficie regiones internas hidrofóbicas. Finalmente la cola puede sufrir una 
disociación parcial de la cadena helicoidal polipeptídica (Iwasaki & Yamamoto, 2003). 
Presiones entre 100 y 300 MPa aumentan la hidrofobicidad de la miosina induciendo 
cambios estructurales (Yamamoto et al., 1994). A partir de 200 MPa pueden formarse 
agregados por interacción entre las cabezas de miosina (Yamamoto et al., 1993). A 
partir de 300 MPa se ve alterada la estructura secundaria, disminuyendo su contenido 
en –hélice (Yamamoto et al., 1994) y apareciendo también cambios estructurales en 
los sitios de unión de la miosina con la actina y la ATPasa (Iwasaki & Yamamoto, 
2002), produciéndose la disociación de la actomiosina (Ikkai & Ooi, 1969; Ikeuchi et 
al., 2002) y pudiendo verse desnaturalizada y despolimerizada la actina (Ikkai & Ooi, 
1966; Swezey & Somero, 1985; Garcia et al., 1992; Ikeuchi et al., 2002). 
 La presurización puede inducir en la carne cambios de color por modificación 
de su principal pigmento, la mioglobina. Es capaz de producir la desnaturalización de 
la globina, el desplazamiento o liberación del grupo hemo, y la oxidación del átomo 
ferroso (Cheftel & Culioli, 1997; Hugas et al., 2002). Presiones entre 200 y 350 MPa 
son capaces de provocar la decoloración de la carne, que aparecerá más clara y 
menos roja (se ve aumentado el parámetro colorimétrico L* ó luminosidad) adquiriendo 
un aspecto de carne cocida. Esto se produce por la disminución del contenido en 
mioglobina (de color rojo oscuro) y oximioglobina (de color rojo brillante). Presiones 
superiores a 400 MPa inducen un aumento en la metamioglobina (de color gris-pardo) 
por oxidación de la mioglobina (Carlez et al., 1995), de tal modo que la carne adquiere 
un tono oscuro y marrón (se ve disminuido el parámetro colorimétrico a*, de tendencia 
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al rojo). Así por ejemplo, en pollo se ha observado que tratamientos de 500 MPa 
durante 60 minutos provocan cambios intensos en el color, superiores a los inducidos 
por un tratamiento térmico (de 90 ºC durante 15 minutos), y que la magnitud de este 
efecto aumenta con la intensidad de presurización y con la temperatura empleada 
(Beltrán Torres, 2004). 
 En general se considera que la presurización por debajo de 300 MPa no 
afecta a la oxidación lipídica en carne, mientras que presiones superiores a 400 MPa 
inducen un rápido incremento de este proceso (Cheah & Ledward, 1996). Esto podría 
explicarse por la liberación de cationes metálicos, ligados a enzimas y proteínas, por 
efecto de las modificaciones estructurales inducidas por la presión, los cuales 
actuarían como catalizadores de las reacciones de oxidación lipídica (Cheah & 
Ledward, 1997). 
 Vemos por tanto que además de su efecto antimicrobiano, la presión puede 
inducir una serie de cambios físico-químicos y organolépticos en la carne. 
Tratamientos de 300 MPa entre 5 y 20 minutos tienen un efecto letal y subletal sobre 
los microorganismos presentes en hamburguesas, pero alteran su color y textura 
(Carballo et al., 1996,1997). Sin embargo, en productos cárnicos cocidos y en 
productos curados (como jamón y lomo) estos cambios son prácticamente 
inapreciables (Cheftel & Culioli, 1997; Cava et al., 2009), por lo que la presurización 
sería una opción interesante para alargar la vida útil de estos productos. Incluso en 
algunos casos, estos cambios de color y textura podrían ser deseables para el 
desarrollo de nuevos productos y nuevas formas de presentación. 
 Otra posible aplicación de las altas presiones en carne estaría relacionada 
con su efecto sobre el acondicionamiento o maduración de la carne, que podría verse 
acelerado (Macfarlane, 1973; Bouton et al., 1977; Suzuki et al., 1992). La aplicación de 
las altas presiones previa al rigor mortis puede modificar el proceso de tenderización 
de la carne, como consecuencia de la liberación de calcio del retículo sarcoplásmico 
por la desintegración de membranas, que pasaría al citosol causando un descenso del 
pH y una contracción intensa del músculo. Sin embargo, la aplicación de altas 
presiones tras el rigor mortis no produce contracción muscular, aunque sí altera la 
estructura de los sarcómeros y podría incrementar la actividad de las catepsinas y 
calpainas. No obstante, las investigaciones y resultados en este campo aún no son 
concluyentes, e incluso se considera la posibilidad de combinar la presión con 
aplicación de temperatura para aumentar la tenderización de la carne, pero podría 
verse alterado el color y aspecto. 
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OBJETIVOS DE LA TESIS 
 
 El presente estudio se realizó en el Departamento de Tecnología de Alimentos 
del Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA). Está 
integrado en la línea de investigación del Proyecto Carnisenusa (Consolider Ingenio 
2010), subproyecto PROCARTE, basado en el estudio de tecnologías emergentes 
para la higienización de productos cárnicos listos para su consumo, contribuyendo así 
a la mejora de la seguridad de los alimentos elaborados por la industria cárnica 
española. 
 
 El objetivo principal del presente trabajo de investigación fue evaluar el 
potencial de la lactoferrina y algunos de sus derivados como antimicrobianos, de cara 
a su aplicación como bioconservantes en carne y productos cárnicos. La lactoferrina 
es una proteína presente de forma natural en la leche de mamíferos que, como hemos 
visto, además de ejercer un efecto antimicrobiano podría desempeñar otras muchas 
funciones beneficiosas para el organismo, por lo que su incorporación en alimentos 
como bioconservante podría conllevar otra serie de ventajas, dando así lugar al 
desarrollo de alimentos seguros, y al mismo tiempo, funcionales. 
 
 Para la consecución de este objetivo principal se evaluaron los siguientes 
aspectos: 
 Actividad antimicrobiana de la lactoferrina y algunos de sus derivados 
en condiciones in vitro (en tampón, medio sencillo y definido) sobre 
distintas bacterias patógenas y alterantes, gram positivas y gram 
negativas, que pueden contaminar carne y productos cárnicos. 
 Actividad antibacteriana de la lactoferrina y sus derivados frente a 
bacterias patógenas y alterantes, en carne. 
 Efecto de diversos factores que podrían influir sobre la actividad 
antibacteriana de la lactoferrina y sus derivados, como factores 
asociados al microorganismo, factores asociados al medio e 
interacciones entre los propios compuestos antimicrobianos. 
 
 Como consecuencia del limitado efecto bactericida ejercido por la LF y sus 
derivados en carne, tratamos finalmente de potenciar dicho efecto mediante su uso 
combinado con tratamientos de altas presiones hidrostáticas, con vistas a su posible 
aplicación para la conservación de la carne y productos cárnicos. Se evaluaron así: 
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 El efecto antimicrobiano de las altas presiones hidrostáticas, aplicadas 
individualmente y en combinación con la LF y sus derivados, frente a 
distintas bacterias patógenas y alterantes en carne. 
 El efecto de factores como el nivel de presión, momento de 
incorporación de los antimicrobianos y concentración de los mismos, 
sobre la actividad bactericida resultante del uso combinado de la LF y 
sus derivados con la presurización. 
  
 
 
 
 
 
Capítulo 2 
 
 
Efecto bactericida de la lactoferrina bovina y sus 
derivados amidados y digeridos con pepsina 
sobre Pseudomonas fluorescens: influencia de 
diversos factores fisiológicos y del medio. 
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Fotografía: Pseudomonas fluorescens ATCC948 en agar TSYE. 
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ABSTRACT
The influence of environmental and physiological factors such as substrate composition and inoculum characteristics on
the bactericidal activity of bovine lactoferrin (LF) and its amidated and pepsin-digested derivatives against Pseudomonas
fluorescens was investigated. Amidated LF (AMILF) exerted the most potent bactericidal activity, with a 5.8-log decrease in
P. fluorescens counts, and LF the lowest, with just a 1-log decrease, whereas pepsin-digested LF (PDLF) reduced bacterial
counts by 2.7 log, after 1 h at 30C. Amidation of PDLF increased effectiveness by 1.2 log, whereas pepsin digestion of
AMILF decreased effectiveness by 2.8 log. Bactericidal activity of LF and its derivatives was higher in Tris buffer than in
phosphate buffer. The bactericidal effect of AMILF and PDLF was enhanced as medium pH was increased from 5.5 to 8.5,
whereas LF showed higher activity under acidic or basic conditions than at neutral pH. The presence of cations affected the
activity of LF and its derivatives, from a concentration of 10 mM for K, 1 mM for Na, and 0.1 mM for Ca2, Co2, Cu2,
Mg2, Zn2, and Fe3. Bactericidal effectiveness diminished as the bacterial inoculum was increased. Log-phase cultures (10-
h incubation) were less sensitive to the bactericidal activity of LF and its derivatives than stationary cultures (20- and 30-h
incubation). All these factors should be considered when applications of LF and its derivatives in foods and other complex
systems are investigated.
Lactoferrin (LF) is a single-chain iron-binding glyco-
protein of approximately 80 kDa, which was first isolated
from bovine and human milk and colostrums. It is found
in many other fluids of mammals such as tears, saliva, pan-
creatic juice, synovia, seminal fluid, mucosal secretions,
and blood. The LF molecule contains 1 to 4 glycans, de-
pending on the animal species, and is folded into two glob-
ular lobes, N- and C-terminal, each containing an iron bind-
ing site. Lactoferrin presents a high affinity for iron, but it
can also bind other metal ions such as copper, aluminum,
manganese, cobalt, zinc, gallium, and trivalent lanthanides.
Although LF structure is well known, its biological func-
tions, mechanisms of action, and prophylactic and thera-
peutic uses remain the subjects of intense investigation. A
great variety of biological functions have been described
for LF, including bacteriostatic, bactericidal, fungicidal, an-
tiprotozoal, and antiviral activities, as well as synergy with
other antimicrobial milk proteins (3, 10, 18, 28, 33).
Lactoferrin iron–sequestering ability is at the basis of
its bacteriostatic effect, whereas the bactericidal activity is
mediated by binding to or altering bacteria cell wall com-
ponents. The N-terminus of LF molecule has strong cation-
ic peptide regions, which are responsible for LF binding
characteristics. Bovine lactoferricin is a basic peptide of 25
amino acid residues, resulting from the peptic digestion of
the N-terminal domain of the LF molecule. Lactoferricin
presents a much greater antibacterial activity than native LF,
* Author for correspondence. Tel: 34-913476799; Fax: 34-913572293;
E-mail: nunez@inia.es.
but its precise mode of action is not fully elucidated, al-
though as reported for LF, it is thought to interact with and
to alter membrane components, causing depolarization, loss
of membrane integrity, and loss of the pH gradient (10, 12,
14, 15).
Lactoferrampin is another positively charged peptide,
corresponding to residues 268 to 284 of bovine LF, which
has also been shown to present a higher antimicrobial ac-
tivity than LF. Because increased net positive charges ap-
pear to markedly enhance the antimicrobial activity of the
protein and because amidation of proteins increases their
positive charges, Pan et al. (23, 24) reported LF amidation
and how the amidated LF exerts a broader spectrum and
much greater antimicrobial activity than the native mole-
cule.
Owing to their broad-spectrum antibacterial properties,
LF and its derived compounds have been proposed as nat-
ural preservatives in foods (20). However, factors such as
water activity and pH and components of foodstuffs such
as proteins, lipids, carbohydrates, and cations might inter-
fere with the antibacterial activity of LF and its derivatives
(1, 9, 19, 32). Additional information about their functional
properties and the conditions for optimal activity is there-
fore required to support their development as antimicrobial
agents. In this article, we have compared the inhibitory ef-
fect of LF, amidated LF, and pepsin-digested LF on Pseu-
domonas fluorescens, a psychrotrophic bacterium respon-
sible for food spoilage. The influence of environmental and
physiological factors such as substrate composition and in-
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Actividad bactericida de la lactoferrina y sus 
derivados amidado y digerido con pepsina frente 
a Pseudomonas fluorescens en carne picada y 
fracciones cárnicas. 
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Fotografía: microbiota endógena de carne picada de ternera, en agar TSYE. 
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ABSTRACT
The antibacterial activity of lactoferrin (LF) and its amidated and pepsin-digested derivatives (AMILF and PDLF, re-
spectively) against Pseudomonas fluorescens ATCC 948 in ground beef was investigated. LF, AMILF, and PDLF at 1 mg/ml
decreased bacterial counts by 1.9, 6.4, and 3.5 log units, respectively, after 1 h at 30C when the assays were performed in
distilled water, but their bactericidal activity disappeared when added at 1 mg/g to ground beef held for 24 h at 5C. To
identify meat components responsible for the loss of bactericidal activity, ground beef was homogenized and separated into
fractions of different molecular weights. When cations were removed (fraction  1 kDa), the bactericidal activity of AMILF
was completely restored, whereas the effectiveness of LF and PDLF remained 1.0 and 0.4 log units lower, respectively, than
the results obtained in distilled water. EDTA at 5 mM greatly enhanced the bactericidal activity of the three antimicrobials at
1 mg/ml in meat homogenate and in the presence of 5 mM sodium bicarbonate completely restored the bactericidal activity.
However, when 1 mg/g AMILF, 5 mM sodium bicarbonate, and increasing EDTA concentrations were added to inoculated
ground beef, bacterial counts declined by only 0.2, 0.4, and 1.2 log units in the presence of 8, 32, and 128 mM EDTA,
respectively, after 24 h at 5C.
Lactoferrin (LF) is a single-chain iron-binding glyco-
protein of approximately 80 kDa molecular mass that is
closely related in structure to transferrin (9). LF was first
isolated from bovine and human milk and is found in many
other secretions such as colostrum, tears, saliva, blood, neu-
trophils, leukocytes, pancreatic juice, and synovial, seminal,
and mucosal fluids (32, 35). Biological functions described
for LF include bacteriostatic and bactericidal activity (24),
fungicidal, antiprotozoal, and antiviral activity, and synergy
with other antimicrobial milk proteins such as lysozyme
and immunoglobulins (9, 21).
Lactoferricin is a basic peptide resulting from pepsin
cleavage of the N-terminal domain of LF. Bovine lactofer-
ricin consists of 25 amino acid residues (17). Purified lac-
toferricin and the nonpurified pepsin-digested lactoferrin
(PDLF) have a higher level of antimicrobial activity than
does native LF and exert a broad-spectrum antibacterial ef-
fect against gram-positive and gram-negative bacteria (4).
Amidated lactoferrin (AMILF) results from the chemical
amidation of LF, a procedure reported to increase the net
positive charge of the molecule and thus enhance its bac-
tericidal activity against a wide range of gram-positive and
gram-negative bacteria (26, 27).
LF and its derivatives have been proposed as natural
preservative agents in foods, as an alternative to thermal
treatment for controlling foodborne pathogens, and as func-
* Author for correspondence. Tel: 34-913476799; Fax: 34-913572293;
E-mail: nunez@inia.es.
tional components of new clinical foods for the prevention
or treatment of infectious diseases (1, 22, 23). However, to
our knowledge in vivo studies of the antibacterial activity
of LF and its derivatives in food systems are scarce for LF
and PDLF and nonexistent for AMILF. Some authors have
indicated the limited potential of these compounds when
used as antimicrobial agents in food (1, 8, 22).
These antimicrobials are thought to require electrostatic
interactions with the outer and/or cytoplasmic bacterial
membrane to exert their bactericidal effect (3, 4). However,
bovine lactoferricin is capable of crossing over the bacterial
membrane of Escherichia coli and Staphylococcus aureus
(17). When used in complex systems, various mechanisms
could interfere with or abolish the effect of these com-
pounds by preventing them from reaching their targets, in-
hibiting the biological activity of the molecule, or restoring
the physical balance perturbed by the antimicrobial (33).
Factors in foodstuffs such as water activity and pH and food
components such as lipids, proteins, carbohydrates, and cat-
ions have been reported to interfere with the antibacterial
activity of LF and its derivatives (5, 8, 22).
We studied the potential use of LF and two of its de-
rivatives, AMILF and PDLF, as natural preservatives in
ground beef, investigating which components or fractions
of meat could interfere with the antibacterial activity of
these compounds in an attempt to overcome the decrease
in effectiveness when these antimicrobials are used in com-
plex systems.
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Efecto antimicrobiano de la lactoferrina y sus 
derivados amidado y digerido con pepsina frente 
a Salmonella Enteritidis y Pseudomonas 
fluorescens. 
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Fotografía: Pseudomonas fluorescens en agar TSYE (izquierda) y Salmonella 
Enteritidis en agar TSYE (derecha) o en agar SS (derecha, en recuadro). Cepas ATCC 
948 (izquierda, superior), ATCC 49838 (izquierda, centro), INIA 724 (izquierda, 
inferior), CECT 4155 (derecha, superior), CECT 4300 (derecha, centro) y CECT 4396 
(derecha, inferior). 
  
 
 Short communication: Antimicrobial effect of lactoferrin 
and its amidated and pepsin-digested derivatives against 
Salmonella Enteritidis and Pseudomonas fluorescens 
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 ABSTRACT 
 The antimicrobial effect of bovine lactoferrin (LF) 
and its amidated and pepsin-digested derivatives, at 
concentrations varying from 0.25 to 20 mg/mL, against 
3 Salmonella Enteritidis strains and 3 Pseudomonas 
fluorescens strains was investigated. Lactoferrin showed 
its maximum antimicrobial effect at 10 mg/mL against 
the 3 Salmonella strains, with reductions ranging from 
1.3 to 2.0 log units, and the 3 Pseudomonas strains, 
with reductions ranging from 1.8 to 5.4 log units. In 
the case of amidated LF, the maximum effect on the 3 
Salmonella strains was recorded at 0.25 mg/mL, with 
reductions in the range of 0.8 to 1.2 log units, whereas 
it was recorded at 1 mg/mL for the 3 Pseudomonas
strains, with reductions in the range of 4.4 to 6.0 log 
units. Pepsin-digested LF showed its maximum anti-
microbial effect at 1 mg/mL against the 3 Salmonella
strains, with reductions ranging from 2.6 to 3.4 log 
units, and at 20 mg/mL against the 3 Pseudomonas
strains, with reductions ranging from 4.5 to 5.4 log 
units. It is worth noting the pronounced effect (re-
ductions exceeding 2.5 log units) of a low (1 mg/mL) 
concentration of pepsin-digested LF, which is naturally 
formed in the gastrointestinal tract, on Salmonella and 
Pseudomonas strains. A highly significant inverse corre-
lation was found between capsule polysaccharide levels 
of bacterial strains and their lethality in the presence of 
different concentrations of amidated lactoferrin. 
 Key words:   lactoferrin ,  derivative ,  Salmonella , 
Pseudomonas 
 Lactoferrin (LF), a single-chain iron-binding glyco-
protein of approximately 80 kDa, constitutes one of the 
major antimicrobial systems in milk and various mam-
malian exocrine secretions (Steijns and van Hooijdonk, 
2000). Lactoferricin (LFC) is a basic peptide resulting 
from pepsin cleavage on the N-terminal domain of LF 
(Bellamy et al., 1992). Amidated lactoferrin (AMILF) 
is obtained by chemical amidation of LF (Pan et al., 
2007). Both LF derivatives have been reported to exert 
a more potent antibacterial activity than the native 
molecule, because of its lower molecular weight (ap-
proximately 3 kDa) in the case of the LFC molecule 
(Bellamy et al., 1992), and because of the increase in 
the net positive charges in the case of the AMILF mol-
ecule (Pan et al., 2007). 
 Inter-species and strain-to-strain variations in the 
sensitivity of bacteria to LF and its derivatives have 
been observed. Also, many factors influence the anti-
microbial activity of LF and its derivatives, including 
temperature, water activity, ionic strength, pH, medium 
composition, presence of cations, microbial population, 
and stage of growth (Branen and Davidson, 2000; Del 
Olmo et al., 2008). Independently of the natural activ-
ity of LF and some of its derivatives in the digestive 
tract, these compounds are interesting options for use 
as natural food preservatives, because of their origin 
and antimicrobial activity (Payne et al., 1990; Naidu, 
2002; Murdock et al., 2007). 
 We have compared the antimicrobial effect of LF and 
its amidated and pepsin-digested (PDLF) derivatives 
against Salmonella Enteritidis, a pathogen that may be 
found in milk and dairy products, and Pseudomonas 
fluorescens, a bacterium responsible for the spoilage of 
milk and dairy products during refrigerated storage. The 
role of capsule polysaccharide on the resistance of bacte-
rial strains to these antimicrobials was also studied. 
 Bovine LF, partially (15 to 20%) iron saturated ac-
cording to the manufacturer, was obtained from DMV 
International (Barcelona, Spain). A 250 mg/mL solu-
tion of LF in double-distilled sterile water was used as 
the stock solution for assays. Amidated lactoferrin was 
prepared from a 20 mg/mL LF solution as described 
by Pan et al. (2007) and then concentrated 10-fold by 
lyophilization. Pepsin-digested lactoferrin was prepared 
from a 250 mg/mL LF solution as described by Diony-
sius et al. (1993). Stock solutions of the 3 antimicrobials 
were sterilized by means of 0.20-μm-pore-size cellulose 
acetate filters (Millipore, Bedford, MA) and stored at 
−20°C until use. 
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Efecto antimicrobiano de la lactoferrina, sus 
derivados amidado y digerido con pepsina, y sus 
combinaciones, sobre Escherichia coli O157:H7 y 
Serratia liquefaciens. 
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Fotografía: Serratia liquefaciens INIA 745 en agar TSYE (superior) y 
Escherichia coli O157:H7 CECT 4972 en agar TSYE (inferior) o en agar VRB 
(inferior, en recuadro). 
ORIGINAL ARTICLE
Antimicrobial efficacy of lactoferrin, its amidated and
pepsin-digested derivatives, and their combinations, on
Escherichia coli O157:H7 and Serratia liquefaciens
A. Del Olmo, J. Calzada and M. Nun˜ez
Departamento de Tecnologı´a de Alimentos, INIA, Madrid, Spain
Introduction
Lactoferrin (LF), a single-chain iron-binding glycoprotein
of approximately 80 kDa, constitutes one of the major
antimicrobial systems in milk and various mammalian
exocrine secretions. Biological properties reported for LF
include antimicrobial activity against a wide range of
pathogenic bacteria, as well as anti-inflammatory, antitu-
mour and immuno-modulatory activities (Steijns and van
Hooijdonk 2000). Concentrations of LF in human milk
range from 1 to 6 mg ml)1, and in human colostrums
from 4 to 16 mg ml)1, whereas lower levels have been
reported for milk from other mammals (Hirai et al. 1990;
Korhonen and Marnila 2002). Lactoferricin, a basic pep-
tide generated by pepsin cleavage of the N-terminal
domain of LF, shows a higher antimicrobial activity than
that exerted by the native LF, probably owing to its lower
molecular weight, approximately 3 kDa (Bellamy et al.
1992; Dionysius and Milne 1997). Amidated lactoferrin
(AMILF), which results from the chemical amidation of
LF, exhibits a more potent bactericidal activity that has
been attributed to the increase in the net positive charges
of the molecule (Pan et al. 2007a,b).
Antimicrobial peptides, such as LF and its derivatives,
have a net positive charge, and the three-dimensional
folding results in an amphipathic structure. Their micro-
bicidal action is initiated through electrostatic interactions
with the bacterial surface, and their lethality is linked to
membrane perturbation, although they may have also
intracellular targets (Yamauchi et al. 1993). Many factors
have been reported to influence their antimicrobial activ-
ity, including temperature, water activity, ionic strength,
pH, medium composition, presence of cations, microbial
population and stage of growth (Bellamy et al. 1992; Del
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Abstract
Aims: To evaluate the in vitro bactericidal efficacy of lactoferrin (LF), its ami-
dated (AMILF) and pepsin-digested (PDLF) derivatives, and their combina-
tions, on Escherichia coli O157:H7 and Serratia liquefaciens.
Methods and Results: PDLF exhibited the most potent bactericidal efficacy on
E. coli O157:H7 (>2Æ5 log10 CFU ml
)1 reduction at concentrations ‡1 mg
ml)1), and AMILF on Ser. liquefaciens (1 log10 CFU ml
)1 reduction at 0Æ25–
0Æ50 mg ml)1). Some combinations of LF with PDLF or AMILF showed a
slight synergy on E. coli O157:H7 and Ser. liquefaciens. However, all combina-
tions of AMILF with PDLF were less active than the sum of the individual
effects of the two antimicrobials. Production of capsular polysaccharide by
bacteria might be involved in antimicrobial resistance.
Conclusions: Escherichia coli O157:H7 and Ser. liquefaciens showed marked dif-
ferences in the sensitivity to LF and its derivatives. E. coli O157:H7 was
strongly inhibited by PDLF, whereas the effect of LF and its derivatives on
Ser. liquefaciens was weak to negligible.
Significance and Impact of the Study: PDLF was the most promising of the
tested antimicrobials on E. coli O157:H7. However, the resistance of Ser. lique-
faciens to LF and its derivatives hinders their use in the food industry.
Letters in Applied Microbiology ISSN 0266-8254
ª 2010 The Authors
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Efecto de la lactoferrina y sus derivados sobre 
bacterias gram positivas en condiciones in vitro, 
y en filetes de pechuga de pollo en combinación 
con altas presiones. 
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Fotografía: Listeria monocytogenes en agar Palcam (superior), Staphylococcus 
aureus en agar BP (centro) y Enterococcus faecalis en agar KF (inferior). 
Cepas CECT 5725 (superior, izquierda), S7-1 (superior, derecha), CECT 976 
(centro, izquierda), INIA 238 (centro, derecha), EF (inferior, izquierda) y ESI 81 
(inferior, derecha). 
Effect of lactoferrin and its derivatives against gram-positive bacteria in vitro and,
combined with high pressure, in chicken breast fillets
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The bactericidal activity of lactoferrin (LF), amidated lactoferrin (AMILF), pepsin digested lactoferrin (PDLF),
and its activated (ALF) commercial form, against six strains of three gram-positive bacterial species was
investigated. Listeria monocytogenes was most sensitive in vitro, Staphylococcus aureus showed a moderate
resistance, and Enterococus faecalis was highly resistant to antimicrobials. When chicken breast fillets were
inoculated with L. monocytogenes CECT5725 and treated with antimicrobials, reductions were below
0.5 log CFU/ml in all cases. In combination with high pressure (HHP) treatment at 400 MPa for 10 min,
antimicrobials showed a slight additional bactericidal effect, always below 1 log CFU/g. Incorporation of
antimicrobials 18 h before or 1 h after HHP treatment generally yielded better results than incorporation 1 h
before HHP treatment, although reductions remained below 1.5 log CFU/g in all cases. LF and its derivatives
showed a limited potential for pathogen control in meat.
© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Lactoferrin (LF) is a single-chain iron-binding glycoprotein of
approximately 80 kDa molecular mass, found in many other secretions
of mammals such as tears, saliva, blood, neutrophiles, leukocytes,
pancreatic juice, and synovial, seminal and mucosal fluids. Bacterio-
static, bactericidal, fungicidal, antiprotozoal and antiviral activities have
been described for LF (Jenssen & Hancock, 2009; Legrand et al., 2008;
Naidu, 2000). Lactoferricin (LFC) is a basic peptide resulting frompepsin
cleavage of the N-terminal domain of LF. Purified LFC and the non-
purified pepsin digested lactoferrin (PDLF) have been reported to exert
a more potent and a broad-spectrum of bactericidal effect than the
native LF, probably due to their smaller size (Dionysius & Milne, 1997;
Jones, Smart, Bloomberg, Burgess, & Millar, 1994). Amidated lactoferrin
(AMILF) results from the chemical amidationof LF, a procedure reported
to increase the net positive charge of the molecule and to enhance its
bactericidal activity against awide range ofmicroorganisms (Pan, Shiell,
et al., 2007; Pan, Wan, et al., 2007). Activated lactoferrin (ALF), also
known as stabilized or immobilized LF, is the result of a patented
technology (Naidu, 2001). Its commercial form, Activin™, is formulated
for enhancing antimicrobial functions by using a specific molecular-
milieu optimization process that includes in its formulation citrate,
bicarbonate, EDTA, sodium chloride, immobilized LF with polysaccha-
rides via cationicN-terminus, and anexcess of unboundLF (Naidu, 2001,
2002).
LF and its derivatives are considered to require electrostatic
interactions with the outer and/or cytoplasmic bacterial membrane to
exert their bactericidal effect. Their main mechanism of action is
thought to be based on electrostatic interactions with lipopolysac-
charide (LPS) molecules causing LPS release and altering the outer
membrane permeability in gram-negative bacteria (Ellison, 1994;
Ulvatne & Vorland, 2001; Ulvatne, Samuelsen, Haukland, Krämer, &
Vorland, 2004), or with teichoic (TA) or lipoteichoic (LTA) acids in
gram-positive bacteria (Vorland, Ulvatne, Rekdal, & Svendsen, 1999).
Owing to their broad-spectrum antibacterial properties, LF and its
derivatives have been proposed as natural preservatives in foods.
However, when used in complex systems such as foods many factors
influence or even suppress their microbicidal activity. These factors
include temperature, water activity, ionic strength, pH, bacterial
population, stage of growth, medium composition, presence of salts or
cations, and different proteic, lipidic or glucidic components (Arnold,
Russell, Champion, & Gauthier, 1981; Branen & Davidson, 2000; Del
Olmo, Morales, & Nuñez, 2008; Murdock & Matthews, 2002).
High hydrostatic pressure (HHP) can achieve the same food safety
standards as heat pasteurization, whilemeeting the demand for fresh-
tasting minimally processed foods (Considine, Kelly, Fitzgerald, Hill, &
Sleator, 2008). HHP has been demonstrated to inactivate microor-
ganisms by causing inhibition of key enzymes and of protein
synthesis, as well as altering the cell morphology and the cell
membrane (Cheftel, 1995; Hoover, Metrick, Papineau, Farkas, & Knorr,
1989; Mackey, Forestiére, Isaacs, Stenning, & Broaker, 1994). The
extent of inactivation depends on pressurization conditions (pressure
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Effect of lactoferrin and its derivatives, high hydrostatic pressure, and their
combinations, on Escherichia coli O157:H7 and Pseudomonas fluorescens in
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Bovine lactoferrin, amidated or pepsin-digested lactoferrin, and activated lactoferrin, all at 0.5 mg/g, and high
pressure treatments at 200, 300, 400, and 500 MPa for 10 min at 10 °C, were assayed against Escherichia coli
O157:H7 and Pseudomonas fluorescens inoculated on chicken filets at levels of 7.2 and 6.5 log CFU/g, respec-
tively. After treatments, filets were held at 5 °C for 9 days. Antimicrobials, by themselves, reduced counts of
E. coli O157:H7 and P. fluorescens by a maximum of 0.6 and 0.8 log CFU/g, respectively. Treatment at 400 MPa,
by itself, lowered counts of inoculated E. coli O157:H7 by more than 5 log CFU/g and those of inoculated
P. fluorescens by more than 6 log CFU/g. A synergistic effect on P. fluorescens was observed when treatment
at 300 MPa was combined with lactoferrin, with a 2.3 log CFU/g additional reduction in counts on day 9,
with respect to only 300 MPa treatment. Additional reductions in E. coli O157:H7 counts achieved by com-
bined treatments remained below 0.5 log CFU/g.
Industrial relevance: Lactoferrin and its derivatives, by themselves, had a limited potential for bacterial control
in chicken filets. High hydrostatic pressure reduced efficiently counts of E. coli O157:H7 and P. fluorescens in
chicken filets. The combination of high pressure treatments with LF and its derivatives showed a synergistic
effect.
© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
Lactoferrin (LF) is an iron-binding glycoprotein of approximately
80-kDa molecularmass, closely related to transferrins. It is a key element
of the innate host defense system in mammals, and exerts antimicrobial
activities against a broad range of Gram-positive and Gram-negative
bacteria (Jenssen & Hancock, 2009). LF has been described to exert a
bacteriostatic effect based on its iron-sequestering ability, whereas its
bactericidal activity is thought to be mediated by binding to or altering
bacterial cell wall components, such as lipopolysaccharide (LPS)
molecules in Gram-negative bacteria and teichoic (TA) or lipoteichoic
(LTA) acids in Gram-positive bacteria, causing depolarization, loss of
membrane integrity and loss of the pH gradient (Ellison, 1994; Vorland,
Ulvatne, Rekdal, & Svendsen, 1999). Amidated lactoferrin (AMILF)
results from the chemical amidation of LF, and exerts a more potent
bactericidal effect than the native molecule due to the increase in the
net positive charge (Pan et al., 2007). Pepsin-digested lactoferrin
(PDLF) results from pepsin cleavage of the N-terminal domain of LF,
and exhibits increased bactericidal activity attributed to its minor size
and minor steric hindrance (Bellamy, Takase, Wakabayashi, Kawase, &
Tomita, 1992; Dionysius & Milne, 1997). Along with their antibacterial
properties, various biological properties have beendescribed for lactofer-
rin and its derivatives, including antiinflammatory, immunomodulatory,
antiviral and anticarcinogenic effects. These attributes have increased
interest for their use as natural bioactive ingredients and preservatives
in foods, but commercial uses of these compounds are limited by the
scarcity of information on their ability to act and maintain activity in
foods. At present, just activated lactoferrin (activin™) is being used in
food preservation. Activated lactoferrin (ALF), considered Generally Rec-
ognized as Safe (GRAS) by the Food andDrugAdministration (FDA) since
2001, can be sprayed onto carcasses or applied to beef surface prior to
final packaging (Naidu, 2001).
High hydrostatic pressure (HHP) is a non-thermal mild technology
of growing interest in food preservation. Pressures between 300 and
600 MPa are known to inactivate yeast, molds andmost vegetative bac-
teria (Cheftel, 1995; Considine, Kelly, Fitzgerald, Hill, & Sleator, 2008;
Hoover,Metrick, Papineau, Farkas, & Knorr, 1989). The effect of pressure
on microorganisms depends on a number of factors relating to the mi-
croorganism itself (strain, cell growth phase), substrate characteristics,
and pressurization variables (pressure level, time and temperature).
Overall, Gram-positive bacteria are more resistant to pressure than
Gram-negative, although some Gram-negative bacteria are known to
present high resistance (Kalchayanand, Sikes, Dunne, & Ray, 1998;
Shigehisa, Ohmori, Saito, Taji, & Hayashi, 1991). The ability of bacteria
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 La bioconservación de los alimentos se define como “la extensión de la vida útil 
y la seguridad de un alimento mediante el uso de microbiota natural o controlada y/o 
de sus compuestos antimicrobianos” (Stiles, 1996), obteniéndose así alimentos 
mínimamente procesados pero microbiológicamente seguros. Dentro de este campo, 
la lactoferrina y sus derivados constituyen una interesante opción como 
antimicrobianos naturales que añadidos a los alimentos podrían permitir el control de 
la microbiota patógena y alterante. Además, debido a su carácter multifuncional y a la 
gran cantidad de acciones reguladoras y beneficiosas que según numerosos trabajos 
de investigación pueden desempeñar en el organismo (actividad antioxidante, 
inmunoreguladora, osteoblástica, antitumoral, etc), aportarían un valor añadido al 
producto, dando lugar a alimentos funcionales con ventajas nutricionales y para la 
salud. Son muchas las expectativas que ha creado la lactoferrina desde su aislamiento 
e identificación por Sørensen & Sørensen en 1939, y son muchos los estudios que 
desde entonces se han llevado a cabo de cara a su aplicación tanto en el campo de 
los alimentos como en los de salud, cosmética e higiene. No obstante, todavía no se 
conocen bien sus mecanismos de acción ni su verdadera efectividad, existiendo 
controversias entre los resultados obtenidos en laboratorio (en condiciones in vitro) y 
los obtenidos en condiciones in vivo o en ensayos clínicos. 
 En el presente trabajo de investigación nos hemos centrado en la aplicación de 
la lactoferrina y sus derivados como antimicrobianos naturales en carne y productos 
cárnicos, basándonos primero en estudios in vitro (en tampón), tratando así de 
determinar la eficacia bactericida de estos antimicrobianos en condiciones definidas 
frente a diversas bacterias patógenas y alterantes habitualmente presentes en 
cárnicos y de conocer qué factores podrían afectar a dicha eficacia bactericida.  
Posteriormente nos hemos centrado en su incorporación y evaluación en matrices 
cárnicas. Finalmente, debido al escaso efecto antimicrobiano observado para la 
lactoferrina y sus derivados incorporados en carne, hemos investigado su aplicación 
combinada con tratamientos de altas presiones hidrostáticas, con el fin de recuperar o 
potenciar el efecto bactericida de estos antimicrobianos en matrices cárnicas y de 
evaluar su potencial en la conservación de alimentos. 
 Para evaluar la actividad bactericida in vitro de la lactoferrina y sus derivados 
(AMILF, PDLF y ALF) se establecieron unas condiciones de ensayo en laboratorio, 
que incluyeron la incubación del microorganismo en presencia del antimicrobiano 
durante 1 hora en tampón Tris 50 mM (pH 7.0) a 30 ºC, que consideramos adecuadas 
para la evaluación basándonos en trabajos anteriores de otros autores que indican que 
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la LF y la LFC comienzan a ejercer su acción bactericida rápidamente, a los 10-15 min 
de contacto con el microorganismo (Arnold et al., 1981; Bellamy et al., 1992b), y 
alcanzan su efecto máximo a los 30-60 min de exposición (Bellamy et al., 1992b; 
Ellison, 1994; Dionysius & Milne, 1997; Shin et al., 1998; Haukland et al., 2001; 
Ulvatne & Vorland, 2001). De este modo se observó un efecto bactericida dosis-
dependiente de la lactoferrina y sus derivados sobre distintas bacterias gram negativas 
y gram positivas, además de una gran variabilidad entre especies y cepas en la 
susceptibilidad a estos antimicrobianos, como se aprecia en la Tabla 7 (a 
continuación) y en los Capítulos 3, 4 y 5. 
 
Tabla 7. Rangos de eficacia bactericida (log ufc/ml) obtenidos en condiciones in vitro 
(1 h a 30 ºC en buffer Tris), para distintas concentraciones de LF y sus derivados (0.25 
a 20 mg/ml) frente a distintos microorganismos patógenos y alterantes. 
 
Microorganismo LF AMILF PDLF ALF 
Pseudomonas fluorescens ATCC948 1.1-5.4 3.4-5.7 2.1-5.4 1.0-3.2* 
Pseudomonas fluorescens ATCC49838 0.3-4.0 2.9-4.4 1.1-4.5 0.3-3.6* 
Pseudomonas fluorescens INIA724 0.2-1.8 3.2-6.0 0.5-4.5 0.5-2.3* 
Serratia liquefaciens INIA745 0.0-0.5 0.2-1.1 0.1-0.8 0.1-0.5* 
Salmonella Enteritidis CECT4155 0.1-1.4 0.1-0.8 2.0-2.7 0.1-0.7* 
Salmonella Enteritidis CECT4300 0.2-1.3 0.1-1.0 1.5-3.1 0.1-1.0* 
Salmonella Enteritidis CECT4396 0.3-2.0 0.0-1.2 2.7-3.4 0.1-1.2* 
Escherichia coli O157:H7 CECT4972 0.0-0.3 0.1-0.5 2.0-2.9 0.0-0.8* 
Enterococcus faecalis EF 0.1-0.3 0.3-1.1 0.0-0.1 0.0-0.1 
Enterococcus faecalis ESI81 0.3-1.0 0.8-1.9 0.3-0.6 0.2-0.6 
Staphylococcus aureus CECT976 0.0-1.1 1.5-2.1 0.9-2.2 0.8-2.2 
Staphylococcus aureus INIA238 0.0-0.2 0.8-1.4 0.3-1.1 0.0-0.2 
Listeria monocytogenes CECT5725 2.6-7.4 1.1-5.0 1.5-2.4 1.4-7.1 
Listeria monocytogenes INIA S7-1 1.3-2.4 0.7-3.9 1.2-2.2 0.3-1.2 
La eficacia se calculó como: (log ufc/ml en control – log ufc/ml en muestra tratada), siendo por 
tanto el número de unidades logarítmicas en que se ven disminuidos los niveles por la 
presencia del antimicrobiano. 
*, valores no mostrados en los artículos publicados que integran esta Tesis Doctoral pero 
obtenidos en el desarrollo de la misma. 
 
En general se observó un mayor efecto bactericida para concentraciones altas (5-20 
mg/ml) de LF y ALF, concentraciones medias (1-2 mg/ml) de PDLF y concentraciones 
bajas (0.25-1 mg/ml) de AMILF. Las dos principales teorías que tratan de explicar el 
mecanismo de actuación de la LF son: 1) un mecanismo de acción similar al del 
EDTA, que actúa como quelante de cationes estabilizadores de membrana los cuales 
al ser retirados provocan su desestabilización por repulsión entre moléculas cargadas 
de membrana como el LPS y ácidos teicoicos (Alakomi et al., 2003), y 2) un 
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mecanismo similar a la polimixina, que actúa interaccionando electrostáticamente con 
las cargas negativas del LPS (lípido A) y de los grupos fosfato de ácidos teicoicos, 
provocando su retirada o liberación de la membrana e induciendo su desestabilización 
y desestructuración (Gilleland & Conrad, 1980), pudiendo alcanzar el citoplasma, 
interaccionar con receptores intracelulares e inhibir la síntesis de macromoléculas 
como el ADN, ARN, ATP y proteínas (Nibbering et al., 2001; Ulvatne et al., 2004). En 
el caso de la LFC o PDLF, debido a su menor tamaño que la LF nativa, se produciría 
menor impedimento estérico a nivel de membrana, pudiendo atravesarla más 
fácilmente y acceder a nivel intracelular (Yamauchi et al., 1993), mientras que la 
AMILF como consecuencia de la amidación química presenta mayor cantidad de 
cargas positivas que la LF nativa, y por tanto mayor carácter catiónico y mayor 
capacidad de interacción electrostática con la superficie microbiana (Pan et al., 
2007a,b). Esto explicaría la mayor eficacia bactericida respecto a la LF observada, en 
general, para concentraciones moderadas de PDLF y más bajas de AMILF, para la 
cual además un exceso de concentración podría resultar en repulsiones electrostáticas 
entre las cargas positivas de las propias moléculas de AMILF y, por tanto, en una 
disminución de eficacia antibacteriana.  
 No obstante, como ya se ha indicado, se observó una gran variabilidad inter- e 
intra-especies. Dentro de las bacterias gram negativas, presentó mayor susceptibilidad 
a la LF y sus derivados P. fluorescens, especialmente la cepa ATCC948, seguida de 
S. Enteritidis, siendo S. liquefaciens y E. coli las más resistentes. Dentro de las gram 
positivas fue L. monocytogenes la especie más sensible a los antimicrobianos, 
especialmente la cepa CECT5725, seguida de S. aureus y siendo E. faecalis la 
especie más resistente. P. fluorescens, S. aureus y L. monocytogenes presentaron 
especial susceptibilidad a bajas concentraciones de AMILF, excepto la cepa de L. 
monocytogenes CECT5725 que resultó especialmente susceptible a la LF. S. 
Enteritidis presentó especial susceptibilidad a la PDLF. Dentro de las especies más 
resistentes a la LF y sus derivados, se observó para S. liquefaciens y E. faecalis cierta 
susceptibilidad a bajas concentraciones de AMILF, y en el caso de E. coli a altas 
concentraciones de PDLF. Esta variación en la susceptibilidad a la LF y sus derivados 
podría explicarse por distintos mecanismos de resistencia desarrollados por los 
microorganismos, como son la síntesis y liberación al medio de proteasas 
(metaloproteasas, aminopeptidasas y/o aspartatoproteasas) descritos para cepas de 
E. coli, S. aureus, S. thermophilus y L. delbrueckii capaces de degradar e inactivar 
rápidamente a la LFC (Ulvatne et al., 2002; Paul & Somkuti, 2010), y la presencia de 
proteínas de membrana, como en S. Enteritidis, capaces también de degradar 
proteolíticamente a los antimicrobianos (Guina et al., 2000). Son también de gran 
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importancia las diferencias en la composición y estructura de membrana (Odeberg & 
Olsson, 1975; Dionysius et al., 1993; Fang & Oliver, 1999; Branen & Davidson, 2004; 
Pan et al., 2007b), y así por ejemplo se ha visto que hay cepas de M. luteus 
resistentes a la LF debido a la presencia de lipomanano en la superficie bacteriana (De 
Lillo et al., 1997), y cepas de P. fluorescens sensibles a la polimixina, que sin embargo 
si se cultivan en un medio pobre en fosfato cambian la composición de membrana, 
aumentando los lípidos ricos en ornitina y cargados positivamente, y se hacen 
resistentes al antimicrobiano (Dorrer & Teuber, 1977). 
 Otro factor que podría estar implicado en la resistencia a la LF y sus derivados 
y en las diferencias inter- e intra-especies es el polisacárido capsular (CPS), como 
se recoge en el Capítulo 4. El CPS está compuesto por unidades repetidas de 
monosacáridos y oligosacáridos unidos por enlaces glucosídicos, que forman una 
cubierta altamente hidratada y aniónica que se une a la superficie bacteriana por 
enlaces covalentes a lípidos y fosfolípidos (Roberts, 1996). Esta cubierta es rica en 
glucosa, manosa, ácidos urónicos y glucurónicos, y en compuestos polianiónicos como 
uronatos, sulfatos, fosfatos y proteínas (Hung, 2005), pudiendo ligar y retener cationes 
y compuestos antimicrobianos, actuando a modo de barrera protectora (Langille et al., 
2000; Llobet et al., 2008). Se sabe que el CPS está implicado en la virulencia 
microbiana, por ejemplo en Pneumococcus, Klebsiella, Haemophilus, Brucella, 
Pasteurella y Pseudomonas, así como en la resistencia frente a condiciones adversas 
y en la capacidad de adhesión, colonización y formación de biofilms (Eriksson de 
Rezende et al., 2005). Hemos analizado la cantidad de CPS producido por tres cepas 
de P. fluorescens y tres cepas de S. Enteritidis, y se observó que en general la 
cantidad de CPS así como la resistencia a la LF y sus derivados fue mayor en 
Salmonella que en Pseudomonas, encontrándose además una correlación negativa 
entre la cantidad de CPS y la eficacia bactericida de la AMILF frente a las seis cepas 
bacterianas (Figura 7). Esto indicaría que, al igual que en Klebsiella pneumoniae, el 
CPS implicado en la resistencia a diversos péptidos antimicrobianos como defensinas, 
LF, sulfato de protamina y polimixina (Campos et al., 2004), podría también estar 
implicado en la resistencia bacteriana frente a los derivados amidado y digerido con 
pepsina de la LF, y en la variabilidad inter- e intra-especies. 
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Figura 7. Correlación entre cantidad de CPS y eficacia bactericida de AMILF para tres 
cepas de Pseudomonas fluorescens y tres cepas de Salmonella Enteritidis. 
 
 Una vez probada la eficacia in vitro de la LF y sus derivados a varias 
concentraciones frente a distintos microorganismos, seleccionamos una cepa (P. 
fluorescens ATCC948) y una concentración de antimicrobiano (1 mg/ml) para evaluar 
el efecto o influencia de diversos factores dependientes del microorganismo (carga 
y fase de crecimiento) y del medio (tampón, pH y cationes) sobre la actividad 
bactericida in vitro (como se recoge en el Capítulo 2). 
 La carga microbiana influyó negativamente sobre la eficacia bactericida de los 
tres antimicrobianos ensayados, hecho también observado por otros autores para la 
LF (Dionysius et al., 1993) y la LFC (Yamauchi et al., 1993; Jones et al., 1994) frente a 
E. coli. Este efecto de la carga microbiana se corresponde con la actividad bactericida 
ejercida por los antimicrobianos de forma dosis-dependiente, de tal modo que en el 
caso de la LF y PDLF para las que generalmente se observa un efecto bactericida 
creciente con la concentración de antimicrobiano se observó un efecto decreciente con 
la carga bacteriana, mientras que en el caso de la AMILF que generalmente ejerce 
mayor efecto bactericida a bajas concentraciones se observó un efecto negativo de la 
carga microbiana sólo para el mayor inóculo (8 log ufc/ml). Igualmente, la fase de 
crecimiento microbiano también influyó sobre la actividad bactericida, aunque 
contrariamente a lo esperado y a los resultados de otros autores (Arnold et al., 1981; 
Bortner et al., 1989; Yamauchi et al., 1993; Jones et al., 1994; Turchany et al., 1995), 
observamos que la eficacia bactericida de los tres antimicrobianos fue mayor sobre 
cultivos en fase estacionaria que sobre cultivos en fase exponencial. Esto podría 
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explicarse por el hecho de que el daño ejercido por los antimicrobianos a nivel de 
membrana sea posiblemente reparado más rápidamente en células metabólicamente 
más activas (en fase exponencial). Por otro lado, si los antimicrobianos ejercen su 
acción a nivel intracelular inhibiendo la síntesis de macromoléculas y agotando las 
reservas esenciales para la viabilidad bacteriana (Arnold et al., 1981), el efecto podría 
ser también mayor sobre células en estado estacionario, menos activas 
metabólicamente.  
 Los factores dependientes del medio también influyeron marcadamente sobre 
la actividad bactericida de la LF y sus derivados. En tampón Tris (50 mM, pH 7.0) se 
alcanzaron mayores valores de eficacia bactericida que en tampón fosfato (20 mM, pH 
7.0) para los tres antimicrobianos. La influencia del medio ha sido también observada 
por otros autores. Así, por ejemplo, se ha observado mayor eficacia antimicrobiana 
para la LF frente a S. mutans en agua bidestilada o solución salina versus tampón 
fosfato o HEPES (Arnold et al., 1981), para la LF frente a E. coli en agua bidestilada 
versus medio Mueller-Hinton (Wakabayashi et al., 2002) o en PBS-Tween versus 
fosfato+TSB (Nibbering et al., 2001), para la LFC frente a S. aureus en peptona o PYG 
versus concentraciones crecientes de fosfato, Tris, HEPES y PIPES (Bellamy et al., 
1992b), para la PDLF frente a E. coli, S. Enteritidis y L. monocytogenes en PYG versus 
TSB (Branen & Davidson, 2000), para la LF o LFC frente a E. coli (Shin et al., 1998) o 
L. monocytogenes (Wakabayashi et al., 1992), respectivamente, en peptona versus 
PYG, y para la LFC frente a S. Enteritidis en peptona versus PYG, fórmulas infantiles 
de leche o soja, y extracto de piel de pollo (Facon & Skura, 1996). Este efecto se ha 
atribuido a la interferencia o influencia de diversos factores presentes en el medio 
como fuerza iónica, proteínas, glucosa, aniones (Bellamy et al., 1992b; Jones et al., 
1994; Branen & Davidson, 2000) y cationes, como posteriormente se describirá. 
 El pH del medio también influyó sobre la actividad bactericida, que resultó 
superior a pH ácido (5.5) y básico (8.5) que a pH neutro (7.0) para la LF, mientras que 
para la AMILF y PDLF los mejores resultados se obtuvieron a pH básico. De forma 
similar, otros autores han descrito una mayor actividad de la LF a pH ácido (aunque no 
básico) frente a S. mutans (Arnold et al., 1981), Actinobacillus actinomycetemcomitans 
(Kalmar & Arnold, 1988), Legionella pneumophila (Bortner et al., 1989) y Y. 
pseudotuberculosis (Salamah & Al-Obaidi, 1995), mientras que para la LFC frente a E. 
coli algunos autores han observado una mayor eficacia a pH básico (Bellamy et al., 
1992b) y otros a pH neutro (Jones et al., 1994). Este efecto del pH del medio se ha 
atribuido tanto a su acción sobre al antimicrobiano, ya que el aumento de pH podría 
inducir cambios conformacionales en la molécula de lactoferrina (Arnold et al., 1981), 
como a su acción sobre el microorganismo, ya que el aumento de pH podría 
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incrementar la protonación de receptores aniónicos de la superficie microbiana y/o 
causar alteraciones físicas de la misma (Kalmar & Arnold, 1988) mientras que a pH 
ácido se podría producir una disminución de las cargas negativas de la superficie 
microbiana (Bortner et al., 1989) viéndose disminuida la atracción e interacción 
electrostática entre el antimicrobiano y el microorganismo.   
 La presencia de cationes (0.1 a 100 mM) afectó negativamente a la actividad 
bactericida de la LF y sus derivados. El efecto del K+ se hizo patente para los tres 
antimicrobianos a concentraciones de 10 mM, mientras que para el Na+ 
concentraciones de 1 mM ya afectaron a la actividad antimicrobiana, y para el resto de 
cationes (Mg2+, Ca2+, Cu2+, Zn2+, Co2+ y Fe3+) concentraciones de tan solo 0.1 mM ya 
evidenciaron su efecto, llegando a abolir completamente la actividad de estos 
antimicrobianos concentraciones de 1 mM para el Fe3+, y de 10 mM para el Mg2+, Ca2+, 
Cu2+, Zn2+ y Co2+. Son muchos los estudios sobre el efecto negativo de los cationes y 
la actividad de la LF y sus derivados, no sólo frente a bacterias sino también frente a 
levaduras como C. albicans (Viejo-Diaz et al., 2004). Esta inhibición inducida por la 
presencia de cationes en el medio se ha atribuido a dos mecanismos distintos; bien 
podría ser consecuencia de la interacción de los cationes con la membrana 
microbiana, que actuarían estabilizándola y por tanto inhibiendo el efecto de los 
antimicrobianos sobre ella (Bortner et al., 1986; Kalmar & Arnold, 1988; Bortner et al., 
1989; Salmah & Al-Obaidi, 1995), o bien podría ser consecuencia de la interacción de 
los cationes con el antimicrobiano, ya que el Ca2+ y otros cationes divalentes son 
capaces de inducir cambios en la estructura terciaria de la LF, favoreciendo su 
polimerización y dando lugar a la formación de di-, tri- y tetrámeros que presentan su 
biofuncionalidad reducida (Bennet et al., 1981; Shimazaki, 2000). Se ha observado 
que Na+ y K+ son capaces de disminuir la actividad bactericida de la LF frente a E. coli 
(Al-Nabulsy & Holley, 2006), y de la LFC frente a E. coli (Bellamy et al., 1992b; Jones 
et al., 1994) y L. monocytogenes (Wakabayashi et al., 1992). El Mg2+ disminuye la 
actividad bactericida de la LF frente a L. pneumophila (Bortner et al., 1986) y Y. 
pseudotuberculosis (Salamah & Al-Obaidi, 1995), y de la LFC frente a E. coli (Bellamy 
et al., 1992b; Yamauchi et al., 1993) y L. monocytogenes (Wakabayashi et al., 1992). 
El Ca2+ disminuye la actividad bactericida de la LF frente a L. pneumophila (Bortner et 
al., 1989), de la LFC combinada con lisozima frente a V. cholerae, S. typhimurium y E. 
coli (Ellison & Giehl, 1991), y de la LFC frente a E. coli (Bellamy et al., 1992b; 
Yamauchi et al., 1993; Jones et al., 1994) y L. monocytogenes (Wakabayashi et al., 
1992). El Fe2+ y Fe3+ disminuyen la actividad bactericida de la LF frente a E.coli 
(Tomita et al., 1991; Bellamy et al., 1992a), de la LF combinada con lisozima frente a 
V. cholerae, S. typhimurium y E. coli (Ellison & Giehl, 1991), y de la LFC frente a E. coli 
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(Bellamy et al., 1992a). Sin embargo, los resultados no son concluyentes e incluso se 
han descrito efectos contradictorios para los distintos cationes. Así se ha descrito que 
Na+ y K+ no afectan a la actividad de la LF frente a B. stearothermophilus (Oram & 
Reiter, 1968) y L. pneumophila (Bortner et al., 1989), Mg2+ no afecta a la LF frente a S. 
mutans (Arnold et al., 1981) e incluso aumenta su actividad bactericida frente a A. 
actinomycetemcomitans (Kalmar & Arnold, 1988), Ca2+ no afecta a la LF frente a Y. 
pseudotuberculosis (Salamah & Al-Obaidi, 1995), Fe2+ y Fe3+ no afectan a la LF frente 
a S. mutans (Arnold et al., 1981) ni a la LFC frente a E. coli (Tomita et al., 1991), Zn2+ 
no afecta a la LF frente a E. coli (Dionysius et al., 1993), y Co2+, Cu2+ y Zn2+ aumentan 
la actividad bactericida de la LF frente a B. stearothermophilus (Oram & Reiter, 1968). 
 Son tan importantes la influencia del medio y las condiciones de ensayo sobre 
la actividad de los antimicrobianos, no sólo de la LF y sus derivados sino de diversos 
péptidos y compuestos catiónicos con actividad bactericida, que se están investigando 
y tratando de estandarizar las condiciones a emplear para la evaluación in vitro de su 
eficacia antimicrobiana, de cara a que los resultados obtenidos en laboratorio sean 
representativos de los resultados que podrían obtenerse in vivo o en ensayos clínicos. 
Se ha observado que tiene gran influencia, además del microorganismo ensayado, la 
presencia de cationes como Ca2+ y Mg2+, el tipo de medio o tampón, la fuerza iónica, el 
medio en el que se ha cultivado el microorganismo previamente al ensayo, e incluso el 
tipo de material empleado, como vidrio, polipropileno o poliestireno (Sánchez-Gómez 
et al., 2008). 
 Una opción interesante que podría incrementar el efecto bactericida de la LF y 
sus derivados sería su uso combinado, como se recoge en el Capítulo 5. Algunos 
autores han encontrado un efecto sinérgico empleando conjuntamente LF y lisozima 
frente a S. typhimurium, E. coli y V. cholerae (Ellison & Giehl, 1991), y frente a S. 
aureus (Leitch & Willcox, 1998). También se ha encontrado sinergismo entre LF y 
nisina frente a E. coli (Murdock et al., 2007) y frente a L. monocytogenes (Branen & 
Davidson, 2004; Murdock et al., 2007), aunque en este último caso dicho efecto se 
perdió al ensayar los antimicrobianos en leche en vez de en TSB (Branen & Davidson, 
2004). Por el contrario, otros autores no han encontrado efecto sinérgico entre LF y 
lisozima frente a S. Enteritidis, E. coli, P. fluorescens o L. monocytogenes (Dionysius 
et al., 1993; Branen & Davidson, 2004), ni entre LF y nisina frente a S. Enteritidis, E. 
coli o P. fluorescens (Branen & Davidson, 2004). Basándonos en los prometedores 
resultados obtenidos por López-Expósito et al. (2008), que describen un potente efecto 
sinérgico entre LF y lactoferricina frente a E. coli y S. epidermidis en tampón fosfato, 
hemos investigado el efecto bactericida in vitro de distintas combinaciones de LF, 
AMILF y PDLF en concentración de 0.25 ó 1 mg/ml frente a E. coli O157:H7 y S. 
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liquefaciens. Ambos microorganismos presentaron escasa susceptibilidad frente a los 
antimicrobianos usados individualmente, de tal forma que se alcanzaron valores de 
eficacia bactericida inferiores o iguales a 0.25, 0.53 y 2.89 para LF, AMILF y PDLF, 
respectivamente, en el caso de E. coli, e inferiores o iguales a 0.50, 1.05 y 0.84 para 
LF, AMILF y PDLF, respectivamente, en el caso de S. liquefaciens. Contrariamente a 
lo esperado, observamos que las combinaciones de AMILF con PDLF, y de los tres 
antimicrobianos (LF+AMILF+PDLF), ejercieron menor efecto bactericida (antagonismo) 
que los antimicrobianos empleados individualmente frente a ambos microorganismos. 
La combinación de LF con AMILF o PDLF dio lugar a cierta potenciación del efecto 
bactericida (sinergismo), que sin embargo tan sólo alcanzó un máximo de 0.56 
unidades logarítmicas de reducción adicional para E. coli (con LF 1 mg/ml + PDLF 
0.25 mg/ml) y de 0.38 unidades logarítmicas adicionales para S. liquefaciens (con LF 
0.25 mg/ml + PDLF 0.25 mg/ml), por lo que finalmente descartamos el uso combinado 
de la LF y sus derivados como alternativa para potenciar su efecto bactericida. 
 
 Una vez ensayados la LF y sus derivados in vitro, pasamos a estudiar su 
actividad en carne, como se recoge en los Capítulos 3, 6 y 7. Tal y como se muestra 
en las Tablas 8, 9, 10 y 11, a continuación, se observó que independientemente del 
efecto bactericida que la LF y sus derivados pudieran ejercer in vitro (en tampón Tris), 
el efecto ejercido en carne es muy limitado (siempre inferior a 1 unidad logarítmica de 
reducción microbiana) e incluso nulo. Para P. fluorescens ATCC948 se obtuvieron 
reducciones máximas de los recuentes en TSYEA de 0.39 unidades logarítmicas en 
carne picada con AMILF a 1 mg/g (tras 1 d a 5 ºC), y de 0.38 unidades logarítmicas 
(en TSYEA) ó 0.75 unidades logarítmicas (en agar CFC) en filetes de pechuga de pollo 
con LF a 0.5 mg/g (tras 1 d a 5 ºC) o en ALF a 0.5 mg/g (tras 3 d a 5 ºC), mientras que 
las reducciones obtenidas in vitro para este mismo microorganismo y estas mismas 
concentraciones de antimicrobiano fueron de 6.35, 1.59 y 1.39 unidades logarítmicas, 
respectivamente (Tablas 8 y 9).  
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Tabla 8. Eficacia bactericida de la LF y sus derivados (1 mg/g) en carne picada de 
ternera inoculada con Pseudomonas fluorescens ATCC948 (6.89 log ufc/g). 
 
Antimicrobiano Eficacia bactericida (1d a 5ºC) 
(1 mg/g) Obtenida (TSYEA) Esperada (in vitro) 
LF -0.04 1.85 
AMILF 0.39 6.35 
PDLF 0.04 3.48 
 
La eficacia se calculó como: (log ufc/g en control – log ufc/g en muestra tratada), siendo 
por tanto el número de unidades logarítmicas en que se ven disminuidos los niveles por la 
presencia del antimicrobiano. 
 
 
 
Tabla 9. Eficacia bactericida de la LF y sus derivados (0.5 mg/g) en filetes de pechuga 
de pollo inoculados con Pseudomonas fluorescens ATCC948 (7.48 log ufc/g). 
 
Eficacia bactericida Tratamiento 
(días a 5 ºC) 
Antimicrobiano
(0.5 mg/g) Obtenida 
(TSYEA) 
Obtenida 
(CFC) 
Esperada 
(in vitro) 
LF 0.38 0.23 1.59 
AMILF 0.02 0.00 5.27 
PDLF -0.01 0.00 2.41 
1 día 
ALF 0.24 0.04 1.39 
LF 0.13 0.71 1.59 
AMILF 0.07 0.48 5.27 
PDLF 0.05 0.45 2.41 
3 días 
ALF 0.01 0.75 1.39 
LF 0.14 0.40 1.59 
AMILF 0.13 -0.01 5.27 
PDLF 0.08 0.04 2.41 
9 días 
ALF 0.08 0.01 1.39 
La eficacia se calculó como: (log ufc/g en control – log ufc/g en muestra tratada), 
siendo por tanto el número de unidades logarítmicas en que se ven disminuidos los 
niveles por la presencia del antimicrobiano. 
 
En el caso de L. monocytogenes CECT5725 inoculada en filetes de pechuga de pollo, 
las máximas reducciones alcanzadas fueron de 0.31 ó 0.32 unidades logarítmicas con 
LF a 0.5 mg/g en agar TSYEA o CFC (tras 9 d a 5 ºC), respectivamente, mientras que 
la reducción obtenida in vitro para este mismo microorganismo y esta misma 
concentración de antimicrobiano fue de 4.74 unidades logarítmicas (Tabla 10). 
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Tabla 10. Eficacia bactericida para la LF y sus derivados (0.5 y 5 mg/g) en filetes de 
pechuga de pollo inoculados con Listeria monocytogenes CECT5725 (8.80 log ufc/g). 
 
Eficacia bactericida Tratamiento 
(días a 5 ºC) 
Antimicrobiano y 
concentración Obtenida 
(TSYEA) 
Obtenida 
(Palcam) 
Esperada 
(in vitro) 
LF 0.5 mg/g 0.22 0.23 4.74 
LF 5 mg/g 0.02 0.01 7.39 
AMILF 0.5 mg/g 0.04 0.03 3.96 
AMILF 5 mg/g 0.00 0.00 2.51 
PDLF 0.5 mg/g -0.01 -0.01 1.94 
PDLF 5 mg/g -0.01 0.00 2.41 
ALF 0.5 mg/g 0.22 0.22 2.02 
1 día 
ALF 5 mg/g 0.11 0.08 7.11 
LF 0.5 mg/g 0.22 0.21 4.74 
LF 5 mg/g 0.20 0.20 7.39 
AMILF 0.5 mg/g 0.13 0.10 3.96 
AMILF 5 mg/g 0.07 0.06 2.51 
PDLF 0.5 mg/g -0.07 -0.06 1.94 
PDLF 5 mg/g -0.12 -0.11 2.41 
ALF 0.5 mg/g 0.21 0.19 2.02 
3 días 
ALF 5 mg/g 0.12 0.12 7.11 
LF 0.5 mg/g 0.31 0.32 4.74 
LF 5 mg/g 0.27 0.23 7.39 
AMILF 0.5 mg/g 0.30 0.25 3.96 
AMILF 5 mg/g -0.10 -0.06 2.51 
PDLF 0.5 mg/g -0.06 -0.05 1.94 
PDLF 5 mg/g -0.11 -0.06 2.41 
ALF 0.5 mg/g 0.20 0.21 2.02 
9 días 
ALF 5 mg/g 0.14 0.11 7.11 
La eficacia se calculó como: (log ufc/g en control – log ufc/g en muestra tratada), 
siendo por tanto el número de unidades logarítmicas en que se ven disminuidos los 
niveles por la presencia del antimicrobiano. 
 
Finalmente, para E. coli O157:H7 CECT4972 inoculada en filetes de pechuga de pollo 
se alcanzaron reducciones máximas en los recuentos de 0.36 unidades logarítmicas 
en TSYEA (tras 3 d a 5 ºC) o de 0.59 unidades logarítmicas en VRBA (tras 9 d a 5 ºC) 
con LF a 0.5 mg/g, mientras que la reducción obtenida in vitro para este mismo 
microorganismo y esta misma concentración de antimicrobiano fue de tan solo 0.09 
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unidades logarítmicas (Tabla 11). La eficacia de la LF y sus derivados añadidos en 
carne no sólo se ve muy disminuida, sino que además no existe relación entre los 
resultados de actividad bactericida ejercida in vitro y en carne.  
 
Tabla 11. Eficacia bactericida de la LF y sus derivados (0.5 mg/g) en filetes de 
pechuga de pollo inoculados con Escherichia coli O157:H7 CECT4972 (8.18 log ufc/g). 
 
Eficacia bactericida Tratamiento 
(días a 5 ºC) 
Antimicrobiano
(0.5 mg/g) Obtenida 
(TSYEA) 
Obtenida 
(VRBA) 
Esperada 
(in vitro) 
LF 0.14 0.16 0.09 
AMILF 0.02 0.04 0.19 
PDLF 0.00 0.01 2.34 
1 día 
ALF 0.09 0.08 0.04 
LF 0.36 0.33 0.09 
AMILF 0.11 0.14 0.19 
PDLF 0.13 0.17 2.34 
3 días 
ALF 0.13 0.17 0.04 
LF 0.22 0.59 0.09 
AMILF 0.09 0.09 0.19 
PDLF 0.09 0.37 2.34 
9 días 
ALF 0.07 0.37 0.04 
La eficacia se calculó como: (log ufc/g en control – log ufc/g en muestra tratada), 
siendo por tanto el número de unidades logarítmicas en que se ven disminuidos los 
niveles por la presencia del antimicrobiano. 
 
 
Esta pérdida o escasa actividad bactericida ejercida por la LF y sus derivados cuando 
se añaden en alimentos o matrices complejas ha sido también observada por otros 
autores. La incorporación de LF en carne picada de cerdo tan sólo logró una reducción 
de 0.5 unidades logarítmicas sobre los niveles de bacterias totales y lácticas a lo largo 
de 9 días de almacenamiento en refrigeración (Chiu & Kuo, 2007), mientras que en 
salchichas fermentadas inoculadas con E. coli la LF no tuvo ningún efecto bactericida 
durante los 6 primeros días de almacenamiento en refrigeración, alcanzando 
reducciones de 0.5 unidades logarítmicas a los 9 y 15 días, y de hasta 2 unidades 
logarítmicas a los 21 y 28 días, pero los mismos autores (Al-Nabulsi & Holley, 2007) 
atribuyen este descenso a otros factores como la sal (> 2.9%), el pH (<5.3) y los 
nitritos (200 ppm). En leche UHT la LF y PDLF no lograron ningún efecto frente a L. 
monocytogenes, salvo reduciendo el pH a 4.0, aunque sí que se alcanzaron 
reducciones de 2.5 unidades logarítmicas frente a E. coli (Murdock & Matthews, 2002). 
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La LFC alcanzó reducciones de tan sólo 0.8 unidades logarítmicas frente a E. coli en 
carne picada de ternera (Venkitanarayanan et al., 1999), y la PDLF incorporada en 
zumo de zanahoria perdió completamente su actividad frente a E. coli, incluso en 
concentraciones de hasta 10 mg/ml (Chantaysakorn & Richter, 2000). La ALF 
incorporada en salchichas sólo logró reducciones de 0.5 unidades logarítmicas frente a 
L. monocytogenes, mientras que conservantes como el lactato sódico lograron 
reducciones superiores a 1 unidad logarítmica (Kang et al., 2008), e incorporada en 
forma de spray al 5% sobre piezas de ternera inoculadas con E. coli logró el mismo 
efecto que otros tratamientos de higienización convencionales como el recortado, 
spray con agua caliente o spray con ácido láctico, esto es reducciones de 1 unidad 
logarítmica (Heller et al., 2007). No obstante, algunos autores defienden la eficacia de 
la LF y sus derivados como antimicrobianos en alimentos. Así se ha propuesto el uso 
de la LF combinada con lisozima e incorporada en películas de quitosano para la 
conservación de alimentos, aduciendo reducciones inferiores a 0.5 unidades 
logarítmicas para L. monocytogenes pero de hasta 3 unidades para E. coli (Brown et 
al., 2008), aunque el ensayo se realizó en TSB y en agar pero no en alimentos. En 
albóndigas al estilo turco se ha indicado la efectividad de la LF, sola o combinada con 
lisozima, como antimicrobiano, logrando reducciones importante de bacterias totales 
aerobias, psicrófilos totales, coliformes, Pseudomonas, mohos y levaduras, y 
alargando la vida útil del producto de 3 a 10 días (Colak et al., 2008). No obstante, 
este producto lleva otros ingredientes como pimienta negra y roja, ajo, cebolla, comino 
y sal, que podrían influir en los resultados. Otros experimentos, con ALF, indican 
importantes reducciones microbianas en filetes, de hasta 4 unidades logarítmicas para 
E. coli, o de hasta un 99.9% en piezas cárnicas y canales (Naidu et al., 2003). Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que el procesado incluye varias fases (de 10 
segundos de aplicación cada una), como un lavado con agua fría, seguido de un 
lavado con ácido láctico al 2%, aplicación electrostática de la ALF al 2% y finalmente 
un lavado con ácido láctico al 2%, y no sólo la mera incorporación del antimicrobiano 
al producto.  
 
 Hemos visto que ya en condiciones in vitro son muchos los factores que 
pueden afectar a la actividad de la LF y sus derivados, con especial importancia de los 
cationes, por lo que viendo la pérdida de actividad bactericida que experimentan en 
carne hemos tratado de identificar los factores que podrían estar implicados en 
ella, con el fin de solventarlo y recuperar así su eficacia como antimicrobianos en 
carne y productos cárnicos (Capítulo 3). En carne picada de ternera la pérdida de 
eficacia bactericida de la LF y sus derivados frente a P. fluorescens ATCC948 fue 
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absoluta, e igualmente ocurrió en el homogenizado de carne (dilución 10 de la carne 
en agua bidestilada desionizada) para la LF, conservando escasa actividad la AMILF y 
la PDLF (1.6 y 0.8 unidades logarítmicas de disminución en los recuentos, 
respectivamente). Una vez eliminados los iones y compuestos de menos de 1 kDa del 
homogenizado mediante diálisis, se observó una recuperación total de la eficacia 
antimicrobiana para AMILF y PDLF, y moderada para LF, la cual sólo recuperó 
completamente su eficacia en las fracciones de “retenido” pero no en los filtrados o 
permeados, lo que podría indicar que la diálisis no logró eliminar completamente los 
iones y/o compuestos de menos de 1 kDa, que podrían seguir interfiriendo en la 
actividad de la LF debido a su menor potencia bactericida.  
 La pérdida de actividad bactericida en el agua de diálisis fue equivalente a la 
que se produjo en el homogenizado cárnico, por lo que consideramos que son los 
compuestos presentes en ella los principales responsables de la pérdida de eficacia de 
la LF y sus derivados, siendo por tanto compuestos de menos de 1 kDa, entre los que 
se identificaron altas concentraciones de K+ y Na+ (7.5 y 8.5 mM) y en menor cantidad 
P (1.2 mM), Mg2+ (0.8 mM) y Ca2+ (0.2 mM). Estos cationes estarían presentes en la 
carne en concentración 10 veces superior, es decir, en cantidades más que suficientes 
para abolir la actividad de los antimicrobianos según los resultados obtenidos in vitro 
para Na+, K+, Ca2+ y Mg2+. El efecto de los cationes en carne quedó confirmado al 
lograr recuperar completamente la eficacia bactericida de la LF, AMILF y PDLF en el 
homogenizado cárnico tras la adición de EDTA y bicarbonato sódico (5 mM). Sin 
embargo el uso combinado de EDTA + bicarbonato con los antimicrobianos en carne 
no logró en modo alguno recuperar la eficacia bactericida, no resultando por tanto una 
alternativa viable para la utilización de la LF y sus derivados como antimicrobianos en 
carne, e indicando la existencia de otros factores (además de los cationes) que 
podrían interferir con la actividad de la LF y sus derivados, y con la del EDTA, que ya 
por sí solo es capaz de reducir en 2 unidades logarítmicas los niveles de P. 
fluorescens in vitro (en tampón y agua) pero no en carne. Otros autores han tratado 
también de recuperar la eficacia bactericida de LF y PDLF en salchichas (Al-Nabulsi & 
Holley, 2007) y en leche (Murdock & Matthews, 2002) mediante la incorporación de 
EDTA, igualmente sin lograrlo.  
 Finalmente, se trató de recuperar o mejorar la actividad antimicrobiana de 
la LF y sus derivados en carne modificando su forma de aplicación, sobre filetes de 
pechuga de pollo inoculados con P. fluorescens ATCC948 (Capítulo 7). Se 
compararon tres tratamientos distintos con 0.5 mg/g de LF o sus derivados. Se probó a 
incorporar el antimicrobiano de la forma habitual empleada en este trabajo de 
investigación, esto es por incorporación en solución a la carne y masajeado en bolsa, 
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probando además un paso adicional (previo a la siembra en agar a los 1 y 3 días de 
almacenamiento a 5 ºC post-tratamiento) de inmersión en solución salina, por si el 
efecto de los antimicrobianos fuera, más que bactericida, un efecto “desprendimiento” 
(“detachment”) de la superficie cárnica. Como tercera opción se investigó la aplicación 
de la LF y sus derivados por inmersión de la carne en una solución del antimicrobiano, 
por si el escaso efecto bactericida obtenido hasta el momento pudiera deberse a una 
mala distribución de los antimicrobianos en la carne a pesar del intenso masajeado 
habitual. Se observó así que el paso adicional de lavado por inmersión en solución 
salina no logra mejorar la eficacia bactericida de la LF y sus derivados, mientras que la 
aplicación de éstos por inmersión sí que supuso cierta mejora respecto a la aplicación 
habitual por simple incorporación a la carne y masajeado. Esta mejora sólo se hizo 
patente a los 3 días post-tratamiento y sólo para los recuentos en agar CFC (no en 
TSYEA), alcanzando valores de entre 0.34 y 0.85 unidades logarítmicas de eficacia 
bactericida para la LF y sus derivados. Por tanto, este modo de aplicación por 
inmersión mejora sólo ligeramente la eficacia bactericida de los antimicrobianos, no 
llegando a alcanzar ni siquiera 1 unidad logarítmica en filetes de pollo, por lo que se 
desestimó como forma de aplicación habitual de la LF y sus derivados pues sus 
resultados no compensan la mayor complejidad y coste que supone de antimicrobiano 
y tiempo. 
 La pérdida de actividad bactericida, no sólo de la LF y sus derivados sino 
también de otros péptidos y compuestos antimicrobianos, que tiene lugar cuando se 
emplean en alimentos, matrices complejas e incluso ensayos clínicos, se ha atribuido 
a muy diversos factores, como interacción o interferencia con proteínas 
(especialmente las cargadas negativamente, como caseínas y albúmina), lípidos 
(como fosfolípidos y ácidos grasos), diversos compuestos como tioles (glutation), 
cisteínas y sulfito sódico, así como a la actividad de proteasas (Touch et al., 2009). Se 
ha observado que la LF puede ser rápidamente hidrolizada y perder su actividad por la 
acción de proteasas (como las catepsinas B, L y S), que es lo que ocurre frente a 
Pseudomonas aeruginosa a nivel pulmonar en pacientes con fibrosis quística (Rogan 
et al., 2004). Igualmente en el caso de la nisina, que es una bacteriocina con potente 
efecto bactericida frente a gram positivas y que se emplea como conservante en 
alimentos (Delves-Broughton et al., 1996), se ha observado su pérdida de eficacia en 
matrices complejas y alimentos como carne y productos cárnicos (Ray, 1992; Pol & 
Smid, 1999; Wang et al., 2000; Lemay et al., 2002). Esto se ha atribuido, al igual que 
para la LF, a degradación por enzimas, interacción con compuestos como proteínas y 
lípidos, y el tripéptido glutatión, así como al pH y a fenómenos de mala distribución o 
difusión en el producto (Rose et al., 1999; Wang et al., 2000; Lemay et al., 2002). 
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Incluso se han identificado diversos compuestos de las propias membranas celulares 
capaces de inhibir su actividad, tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 
cardiolipina, fosfatidilglicerol, ácido palmítico, esteárico, arquídico, linoleico y oleico, 
alcanos como el triacontano y octadecano, isoprenoides como el undecaprenilfosfato, 
y alcoholes como el farnesol, octadecanol y triacontanol (Henning et al., 1986). 
   
 Finalmente, debido al escaso efecto bactericida obtenido al emplear la LF y sus 
derivados en carne, hemos tratado de recuperar o potenciar su acción aplicando 
de forma combinada un tratamiento con altas presiones hidrostáticas (Capítulos 
6 y 7). De forma similar a lo descrito anteriormente para los antimicrobianos, el efecto 
bactericida de las HHP puede verse también influido por diversos factores, como 
temperatura, tiempo y nivel de presurización, especie y cepa microbiana, y fase de 
crecimiento, pudiendo además existir relación entre barorresistencia y virulencia, así 
como resistencia a la temperatura, al estrés osmótico, a los antimicrobianos y/o a los 
ácidos (Benito et al., 1999; Chen et al., 2006; Whitney et al., 2007; Malinowska-
Pańczyk et al., 2008). Igualmente, hay estudios que demuestran que el efecto 
bactericida de las HHP es muy superior en tampón que en matrices complejas y 
alimentos, y así por ejemplo se han logrado reducciones microbianas mucho más 
importantes en tampón fosfato que en leche para E. coli (Patterson et al., 1995; 
García-Graells et al., 1999) y L. monocytogenes (Styles et al., 1991; Patterson et al., 
1995) o para Salmonella spp. en fórmulas infantiles (Metrick et al., 1989).  
 Para la microbiota endógena del pollo (Tabla 12) se observó un aumento 
progresivo durante el almacenamiento en refrigeración, desde niveles de 5.8, 4.4 y 3.2 
log ufc/g hasta 8.6, 7.0 y 7.0 log ufc/g para aerobios totales (TSYEA), 
Pseudomonadaceae (agar CFC) y coliformes (VRBA) respectivamente, no 
detectándose en ningún caso la presencia de L. monocytogenes (agar Palcam). La 
presurización del pollo no inoculado, a 200 y 300 MPa, alcanzó reducciones de la 
microbiota endógena de 1.2 y 3.6 unidades logarítmicas a los 2 días post-
presurización, pero el efecto se perdió a los 8 días, indicando un intenso fenómeno de 
recuperación bacteriana. Niveles de 400 y 500 MPa lograron reducciones de la 
microbiota endógena próximas o superiores a 4 unidades logarítmicas hasta los 2 días 
post-presurización, pero este efecto se vio reducido en más de la mitad el día 8 post-
presurización, produciéndose también por tanto un fenómeno de recuperación 
microbiana. Los coliformes endógenos se mantuvieron por debajo del nivel de 
detección hasta el día 2 post-presurización a 300 y 400 MPa, pero sólo el tratamiento 
a 500 MPa logró mantener dicho efecto a los 8 días. 
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Tabla 12. Microbiota endógena del pollo (sin inocular): evolución durante la 
conservación en refrigeración y efecto de las altas presiones hidrostáticas. 
 
Eficacia bactericida Conservación 
post-HHP 
Agar 
200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa 
Niveles sin 
HHP (log ufc/g) 
TSYE 0.6 1.9 3.7 > 4.3 5.8 
CFC > 2.7 > 2.7 > 2.7 > 2.7 4.4 0 días a 5 ºC 
VRB > 1.5 -- > 1.5 -- 3.2 
TSYE 1.2 3.6 4.6 5.3 7.3 
CFC 3.2 > 4.1 > 4.1 > 4.1 5.8 2 días a 5 ºC 
VRB 2.1 -- > 2.6 -- 4.3 
TSYE 0.1 0.3 2.7 1.6 8.6 
CFC 1.8 3.7 3.8 > 5.3 7.0 8 días a 5 ºC 
VRB 2.5 -- > 5.3 -- 7.0 
 
La eficacia bactericida se calculó como: (log ufc/g en control no presurizado – log ufc/g en muestra 
presurizada). 
En todos los casos los niveles en agar Palcam estuvieron por debajo del límite de detección (1.70 log 
ufc/g). 
>, indica que los niveles post-presurización estuvieron por debajo del límite de detección. 
--, indica ausencia de datos. 
 
 Para las bacterias inoculadas en pollo se observó escasa evolución durante el 
almacenamiento en refrigeración (Tablas 13, 14 y 15), manteniéndose en niveles 
próximos a 9, 8 y 7 log ufc/g para L. monocytogenes, E. coli y P. fluorescens, 
respectivamente. El tratamiento con 400 MPa logró reducciones de las bacterias 
inoculadas durante los 2 primeros días post-presurización de aproximadamente 4 
unidades logarítmicas para L. monocytogenes y P. fluorescens en agar general 
(TSYEA) y de 5 unidades logarítmicas en agar selectivo (Palcam y CFC) así como 
para E. coli tanto en agar general como selectivo (VRBA). A día 8 post-presurización 
las reducciones cuantificadas en agar selectivo se mantuvieron en aproximadamente 4 
unidades logarítmicas para L. monocytogenes y P. fluorescens, y en casi 5 unidades 
para E. coli, pero en agar general estas reducciones se vieron disminuidas a niveles 
próximos a 3 unidades para L. monocytogenes y E. coli, y a 1 unidad para P. 
fluorescens, indicando la presencia de microorganismos dañados pero viables que no 
pueden crecer en medios selectivos pero sí en TSYEA y/o una intensa recuperación 
de la microbiota endógena del pollo. La aplicación de presiones superiores (500 MPa) 
en pollo inoculado con P. fluorescens no rindió mejores resultados, mientras que 
presiones inferiores (200 ó 300 MPa) indujeron menores reducciones bacterianas, de 
tal modo que a día 8 post-presurización no se detectó ningún efecto de las altas 
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presiones sobre los niveles en TSYEA para E. coli ni para P. fluorescens, y en agar 
selectivo las reducciones fueron inferiores o iguales a 2.6 unidades logarítmicas. 
 
Tabla 13. Listeria monocytogenes inoculada en pollo: evolución durante la 
conservación en refrigeración y efecto de las altas presiones hidrostáticas. 
 
Eficacia bactericida  
(400 MPa, 10 min a 10 ºC) 
Niveles sin HHP  
(log ufc/g) 
Conservación 
post-HHP 
Antimicrobiano 
(0.5 mg/g) TSYEA Palcam TSYEA Palcam 
-- 4.1 4.8 8.8 8.8 
LF 0.1 0.6 8.6 8.6 
AMILF 0.3 0.2 8.8 8.8 
PDLF 0.1 0.2 8.8 8.8 
0 días a 5 ºC 
(1 día post-
antimicrobiano) 
ALF 0.1 0.6 8.6 8.6 
-- 4.1 4.8 8.9 8.9 
LF 0.2 0.4 8.7 8.7 
AMILF 0.2 0.3 8.8 8.8 
PDLF 0.0 0.0 9.0 9.0 
2 días a 5 ºC 
(3 días post-
antimicrobiano) 
ALF 0.2 0.4 8.7 8.7 
-- 3.3 3.7 9.0 8.9 
LF 0.8 0.5 8.7 8.5 
AMILF 0.6 0.4 8.7 8.6 
PDLF -0.2 -0.1 9.0 8.9 
8 días a 5 ºC 
(9 días post-
antimicrobiano) 
ALF 0.5 0.4 8.8 8.6 
 
La eficacia bactericida de presurización se calculó como: (log ufc/g en control no presurizado – log ufc/g 
en muestra presurizada). 
Para los antimicrobianos se muestran los valores de eficacia bactericida adicional, es decir la eficacia 
inducida por el antimicrobiano, calculada como (log ufc/g en muestra presurizada, sin antimicrobiano – log 
ufc/g en muestra presurizada, con antimicrobiano). 
--, indica ausencia de antimicrobiano. 
 
 Para L. monocytogenes inoculada en pollo, el uso combinado de los 
antimicrobianos con las altas presiones (400 MPa, 10 min a 10 ºC) prácticamente no 
supuso ninguna mejora de la eficacia bactericida de los antimicrobianos (Tabla 13) 
excepto a los 8 días post-presurización (9 días post-incorporación de los 
antimicrobianos), momento en que LF, AMILF y ALF vieron ligeramente incrementada 
su eficacia, aunque la reducción adicional inducida por estos tres antimicrobianos no 
llegó a 1 unidad logarítmica. Este escaso efecto bactericida de los antimicrobianos 
sobre L. monocytogenes en pollo no se vio mejorado por el uso de concentraciones 
más elevadas de LF y sus derivados (0.5 mg/g versus 5 mg/g, recogido en el Capítulo 
6) ni siquiera en combinación con las altas presiones, por lo que se descartó el empleo 
de altas concentraciones de la LF y sus derivados en carne.  
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Tabla 14. Escherichia coli O157:H7 inoculada en pollo: evolución durante la 
conservación en refrigeración y efecto de las altas presiones hidrostáticas. 
 
Eficacia bactericida  
200 MPa 400 MPa 
Niveles sin HHP  
(log ufc/g) 
Conservación 
post-HHP 
Antimicrobiano 
(0.5 mg/g) 
TSYEA VRBA TSYEA VRBA TSYEA VRBA 
-- 1.2 1.5 4.8 5.1 8.2 8.1 
LF 0.5 0.4 0.3 0.4 8.0 8.0 
AMILF 0.3 0.3 0.0 0.0 8.2 8.1 
PDLF 0.1 0.1 0.0 0.1 8.2 8.1 
0 días a 5 ºC 
(1 día post-
antimicrobiano) 
ALF 0.2 0.3 0.0 0.1 8.1 8.0 
-- 1.5 1.8 4.7 4.9 8.3 8.3 
LF 0.1 0.0 0.1 0.1 7.9 8.0 
AMILF 0.0 0.0 0.1 0.1 8.2 8.1 
PDLF 0.0 0.0 0.0 0.0 8.2 8.1 
2 días a 5 ºC 
(3 días post-
antimicrobiano) 
ALF 0.1 0.1 0.1 0.2 8.2 8.1 
-- 0.0 1.4 2.6 4.7 8.6 7.9 
LF 0.2 0.1 0.4 0.4 8.4 7.3 
AMILF 0.1 0.0 0.5 0.2 8.5 7.8 
PDLF 0.0 0.0 0.0 0.1 8.5 7.5 
8 días a 5 ºC 
(9 días post-
antimicrobiano) 
ALF 0.0 0.1 0.4 0.3 8.6 7.5 
 
La eficacia bactericida de presurización se calculó como: (log ufc/g en control no presurizado – log ufc/g 
en muestra presurizada). 
Para los antimicrobianos se muestran los valores de eficacia bactericida adicional, es decir la eficacia 
inducida por el antimicrobiano, calculada como (log ufc/g en muestra presurizada, sin antimicrobiano – log 
ufc/g en muestra presurizada, con antimicrobiano). 
--, indica ausencia de antimicrobiano. 
 
 De forma similar a lo observado para L. monocytogenes, para E. coli inoculada 
en pollo el uso combinado de la LF y sus derivados con las altas presiones (200 y 400 
MPa, 10 min a 10 ºC) tampoco supuso una mejora importante de la eficacia 
bactericida de los antimicrobianos (Tabla 14), que alcanzaron tan sólo reducciones 
adicionales máximas de 0.5 unidades logarítmicas en el caso de la LF inmediatamente 
después de la presurización a 200 MPa, y de 0.4-0.5 unidades para LF, AMILF y ALF 
a los 8 días post-presurización a 400 MPa. Para P. fluorescens inoculada en pollo 
(Tabla 15), el uso combinado de la LF y sus derivados con un tratamiento de 
presurización a 200 MPa (10 min a 10 ºC) no consiguió incrementar la eficacia 
bactericida de los antimicrobianos. Sin embargo, sí que se observó cierto efecto para 
niveles superiores de presurización. Combinados con 300 MPa, la LF y sus derivados 
alcanzaron reducciones adicionales de los niveles en CFC a los 8 días post-
presurización de entre 1.1 y 2.3 unidades logarítmicas. Con 400 MPa, la LF y PDLF 
alcanzaron reducciones adicionales de los niveles en CFC de 0.5 y 0.6 unidades 
logarítmicas respectivamente, a los 8 días post-presurización. Y tras el tratamiento con 
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500 MPa, la presencia de los antimicrobianos logró mantener durante los 8 días de 
almacenamiento post-presurización los niveles en agar CFC por debajo del límite de 
detección, aunque dicho efecto no se hizo patente para los recuentos en TSYEA 
probablemente debido a la alta carga de microbiota endógena alcanzada. 
 
Tabla 15. Pseudomonas fluorescens inoculada en pollo: evolución durante la 
conservación en refrigeración (5 ºC) y efecto de las altas presiones hidrostáticas. 
 
Eficacia bactericida  
200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa 
Niveles sin 
HHP  
(log ufc/g) 
Días 
post-
HHP 
Anti-
microbiano 
(0.5 mg/g) 
TSYEA CFC TSYEA CFC TSYEA CFC TSYEA CFC TSYEA CFC 
-- 1.5 2.8 3.2 4.4 4.6 >5.3 5.1 >5.3 7.5 7.0 
LF 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 NC 0.2 NC 7.1 6.8 
AMILF 0.4 0.1 0.3 0.1 1.2 NC 0.0 NC 7.5 7.0 
PDLF 0.1 0.0 0.1 0.1 0.5 NC 0.6 NC 7.5 7.0 
0 días 
(1 día 
 post-AM) 
ALF 0.3 0.4 0.2 0.0 -0.1 NC 0.7 NC 7.2 7.0 
-- 1.4 3.0 3.0 4.4 4.1 4.9 4.4 5.4 8.1 7.3 
LF 0.3 0.3 0.4 0.7 0.3 0.5 0.1 >0.2 7.9 6.6 
AMILF 0.1 0.2 0.3 0.5 0.4 0.6 0.2 >0.2 8.0 6.9 
PDLF 0.2 0.1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.2 >0.2 8.0 6.9 
2 días 
(3 días  
post-AM) 
ALF 0.2 0.1 0.3 0.0 0.0 0.3 0.2 >0.2 8.0 6.6 
-- 0.0 1.9 0.2 2.6 1.4 4.0 1.6 4.3 8.7 7.1 
LF 0.1 0.4 0.3 2.3 0.2 0.5 0.1 >1.1 8.5 6.7 
AMILF 0.1 0.4 0.1 1.1 0.1 0.2 0.0 >1.1 8.5 7.1 
PDLF 0.0 0.4 0.1 1.8 0.1 0.6 0.0 >1.1 8.6 7.1 
8 días 
(9 días 
post-AM) 
ALF 0.0 0.1 0.2 1.7 0.0 0.0 0.1 >1.1 8.6 7.1 
 
La eficacia bactericida de presurización se calculó como: (log ufc/g en control no presurizado – log ufc/g 
en muestra presurizada). 
Para los antimicrobianos se muestran los valores de eficacia bactericida adicional, es decir la eficacia 
inducida por el antimicrobiano, calculada como (log ufc/g en muestra presurizada, sin antimicrobiano – log 
ufc/g en muestra presurizada, con antimicrobiano). 
--, indica ausencia de antimicrobiano. 
>, indica que los niveles en la muestra presurizada estuvieron por debajo del límite de detección (1.70 log 
ufc/g). 
NC, indica que los niveles en el control presurizado (sin antimicrobiano) ya estuvieron por debajo del 
límite de detección, no pudiendo así calcular la eficacia del antimicrobiano combinado con HHP. 
 
 Se observó por tanto que las altas presiones hidrostáticas inducen una mejora 
muy limitada del efecto bactericida de la LF y sus derivados en carne, aunque otros 
autores han encontrado un importante efecto sinérgico entre las altas presiones y 
diversos antimicrobianos, como por ejemplo LF, LFC, PDLF y nisina frente a E. coli, P. 
fluorescens, S. flexneri, S. sonnei y S. aureus (Masschalck et al., 2001a), lacticina 
frente a L. innocua y S. aureus (Morgan et al., 2000), pediocina frente a E. coli, P. 
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fluorescens, S. typhimurium, S. liquefaciens, L. monocytogenes, S. aureus, L. sake y L. 
mesenteroides (Kalchayanand et al., 1998), lisozima frente a E. coli, P. fluorescens, 
Salmonella spp., S. sonnei y S. flexneri (Masschalck et al., 2001b), la lisozima, nisina o 
EDTA frente a E. coli (Hauben et al., 1996). No obstante, hay que tener en cuenta que 
estos trabajos se han realizado en tampón o medios líquidos sencillos, como peptona 
o caldo nutritivo, mientras que nuestros resultados proceden de ensayos en carne, que 
es una matriz mucho más compleja.  
 Por otro lado, algunos autores han indicado que esta potenciación de las altas 
presiones sobre el efecto de ciertos antimicrobianos se debe a un fenómeno de 
“sensibilización transitoria”, de tal modo que la presión daña subletalmente la 
membrana externa del microorganismo y causa la pérdida de material periplásmico, 
pero este efecto se pierde tras el cese de la presurización por reparación de dichos 
daños (Hauben et al., 1996; Masschalck et al., 2001a,b). Sin embargo, nuestros 
resultados parecen indicar otro tipo de mecanismo de actuación conjunta entre las 
altas presiones y la LF o sus derivados, ya que a pesar del limitado efecto de 
potenciación de los antimicrobianos por las altas presiones, en L. monocytogenes 
inoculada en pollo los resultados fueron mejores cuando los antimicrobianos se 
incorporaron a la carne las 18 horas antes ó 1 hora después de la presurización que 
cuando se incorporaron 1 hora antes (Capítulo 6), lo cual no se corresponde con la 
“sensibilización transitoria” inducida por las altas presiones antes mencionada. 
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Fotografía: microbiota endógena del pollo post-tratamiento con altas presiones, 
en agar TSYE. 
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CONCLUSIONES 
 
CONCLUSIONES 
 
 La lactoferrina, sus derivados amidado y digerido con pepsina, y su forma 
comercial activada, son capaces de ejercer una potente actividad bactericida 
en condiciones in vitro (en tampón Tris, 50 mM, pH 7.0). Se alcanzaron 
reducciones microbianas de hasta más de 7 unidades logarítmicas para LF y 
ALF frente a L. monocytogenes, y de hasta 6 unidades logarítmicas para 
AMILF o de hasta más de 5 unidades logarítmicas para PDLF frente a P. 
fluorescens.  
 
 La concentración de máxima actividad bactericida para la LF y sus derivados 
depende del antimicrobiano. Así, para AMILF resultaron más eficaces las 
concentraciones bajas (0.25-1 mg/ml), para PDLF las moderadas (1-2 mg/ml), 
y para LF y ALF las altas (5-20 mg/ml). Ciertas combinaciones de LF con 
AMILF o PDLF lograron potenciar ligeramente el efecto bactericida conjunto, 
mientras que combinaciones de los tres antimicrobianos simultáneamente o de 
la AMILF con la PDLF mostraron un efecto antagónico, reduciéndose el efecto 
bactericida conjunto.  
 
  La actividad bactericida de la LF y sus derivados depende de la especie y 
cepa bacteriana. P. fluorescens y L. monocytogenes (especialmente las cepas 
ATCC948 y CECT5725, respectivamente) fueron las más sensibles, seguidas 
de S. Enteritidis y S. aureus, siendo S. liquefaciens, E. coli O157:H7 y E. 
faecalis las más resistentes. Otros factores dependientes del microorganismo 
con influencia sobre la actividad bactericida fueron la carga microbiana inicial, 
inversamente relacionada con la eficacia bactericida, la fase de crecimiento, 
siendo la fase exponencial la más resistente a la LF y sus derivados, y el 
polisacárido capsular, inversamente relacionado con la eficacia bactericida. 
 
 La actividad bactericida de la LF y sus derivados es función de factores 
dependientes del medio, tales como el tipo de tampón, siendo el Tris con el que 
se alcanzó mayor eficacia bactericida de la LF y sus derivados, el pH, siendo el 
7.0 con el que se obtuvo menor eficacia bactericida, y la presencia de cationes, 
inversamente relacionada con el efecto bactericida a partir de concentraciones 
de 10 mM para K, 1 mM para Na, y 0.1 mM para Mg, Ca, Co, Zn, Co y Fe. 
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 El potente efecto bactericida que la LF y sus derivados llegan a ejercer en 
condiciones in vitro se ve muy disminuido, e incluso totalmente abolido, al 
emplearlos en carne, tanto en carne roja (ternera) como en carne blanca 
(pollo). La reducción alcanzada en los niveles  de microorganismos fue inferior 
a 1 unidad logarítmica, en ambos casos. 
 
 La presencia de cationes como K, Na, P, Mg y Ca afecta a la pérdida de 
actividad bactericida de la LF y sus derivados en carne, en la que otros factores 
como una mala distribución en el producto, la interacción con otros compuestos 
y/o  la degradación enzimática, podrían estar también implicados. La 
incorporación de EDTA no logró restaurar el efecto bactericida en carne, 
aunque sí en homogenizado cárnico, y la aplicación del antimicrobiano a la 
carne por inmersión permitió una cierta mejora del efecto bactericida respecto a 
la aplicación por adición y masajeado. 
 
 Las altas presiones hidrostáticas (400 MPa durante 10 minutos a 10 ºC) 
muestran un potente efecto bactericida sobre las bacterias inoculadas en pollo 
(L. monocytogenes, E. coli y P. fluorescens). Se alcanzaron reducciones de 
entre 4 y 5 unidades logarítmicas durante los 8 días de almacenamiento en 
refrigeración post-presurización, aunque se produjo una cierta recuperación 
bacteriana, tanto de las bacterias inoculadas como de la microbiota endógena 
del pollo, durante el almacenamiento post-presurización en refrigeración. 
 
 El empleo combinado de las altas presiones (400 MPa durante 10 minutos a 10 
ºC) y la adición de LF y sus derivados (0.5 mg/g) en carne (pollo), logra una 
ligera potenciación o recuperación de la eficacia bactericida de los 
antimicrobianos, probablemente por una sensibilización microbiana de “tipo no 
transitorio” inducida por las HHP, aunque la reducción adicional en los niveles 
de microorganismos sobre la conseguida por la presurización no llegó a 
alcanzar 1 unidad logarítmica. 
 
 
 
 
 
 


